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ALFABETYCZNY WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

ACSF – sztuczny płyn mózgowo-rdzeniowy (ang. artificial cerebrospinal fluid); 

ACTH – adrenokortykotropina (ang. adrenocorticotropic hormone); 

AMPA – kwas α-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy; 

CA1 – pole cytoarchitektoniczne hipokampa właściwego; 

CBX – karbenoksolon; 

CCH – karbachol; 

CORT – kortykosteron; 

CRH – hormon uwalniający kortykotropinę, kortykoliberyna (ang. corticotropin-

releasing hormone); 

D-AP5 - kwas 2-Amino-5-fosfonopentanowy;  

DNQX - 6,7-dinitrochinosalino-2,3-dion; 

EC – kora śródwęchowa (ang. entorhinal cortex); 

EEG – elektroencefalografia; 

FFT – algorytm transformaty Fouriera (ang. Fast Fourier Transform); 

GABA – kwas γ-aminomasłowy; 

HPA – oś podwzgórze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal 

axis); 

HPC – formacja hipokampa (ang. hippocampal formation); 

LFP – lokalne potencjały polowe (ang. local field potentials); 

LIA – wysokoamplitudowa aktywność zdesynchronizowana (ang. large irregular 

activity); 

MFB – pęczek przyśrodkowy przodomózgowia (ang. medial forebrain bundle); 

MPOs – wahania potencjału błonowego (ang. membrane potential oscillations); 
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MS – przegroda przyśrodkowa (ang. medial septum); 

MS/vDBB – kompleks przegrody przyśrodkowej i jądra pasma przekątnego Broki; 

NMDA – kwas N-metylo-D-asparaginowy; 

NR – neurony niezależne od rytmu theta (ang. non-related neurons); 

OUN – ośrodkowy układ nerwowy; 

PH – jądra tylnego podwzgórza (ang. posterior hypothalamic nuclei); 

PHa – obszar tylnego podwzgórza (ang. posterior hypothalamic area); 

PPT – jądro konarowo-mostowe nakrywki (ang. pedunculopontine tegmental 

nucleus); 

PVN – jądro przykomorowe (ang. paraventricular nucleus);  

RPO – przednie jądro siatkowate mostu (ang. oral pontine reticular nucleus); 

SPL – spironolakton; 

SuM – jądro nadsuteczkowate (ang. supramammillary nucleus); 

vDBB – jądro pasma przekątnego Broki (ang. vertical limb of the diagonal band  

of Broca).  
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STRESZCZENIE W JĘZYKU POLSKIM 

Jednym z typów oscylacji rejestrowanych w ośrodkowym układzie nerwowym 

(OUN) jest rytm theta, który charakteryzuje się miarowym, niemal sinusoidalnym 

przebiegiem. Funkcjonalnie jest on powiązany z procesami pamięciowymi, 

integracją sensomotoryczną, aktywnością ruchową oraz nawigacją przestrzenną.  

U gryzoni rytm theta można zarejestrować w przedziale częstotliwości 3-12 Hz  

z różnych obszarów ośrodkowego układu nerwowego, przy czym najczęściej 

badaną strukturą pozostaje formacja hipokampa (HPC). Nie działa ona jednak 

samodzielnie – powstawanie rytmu theta w HPC związane jest z aktywacją szeregu 

struktur położonych na różnych piętrach OUN, które określono jako wstępujący 

układ synchronizujący. Układ ten ma swój początek w jądrach pnia mózgu, skąd 

impulsacja toniczna przekazywana jest do obszaru tylnego podwzgórza (PHa).  

W skład tego obszaru wchodzą jądro nadsuteczkowate (SuM) i jądra tylnego 

podwzgórza (PH), które przekazują impulsację do obszaru przegrody 

przyśrodkowej, skąd dociera ona do struktur limbicznych, w tym formacji 

hipokampa.  

Jednym z modeli doświadczalnych wykorzystywanych przy badaniach nad 

aktywnością theta jest model izolowanych preparatów in vitro. Pierwsze badania 

pozaustrojowe wykorzystujące hipokampalne skrawki mózgu przeprowadzone 

zostały już w 1966 roku przez Yamamoto i McIlwaina. Z kolei w 1987 roku 

przeprowadzono badania elektrofizjologiczne na skrawkach, w których 

zarejestrowano rytm zbliżony do aktywności theta obserwowanej in vivo – 

zapoczątkowało to cykl badań nad rytmem theta w warunkach pozaustrojowych. 

Dzięki odpowiedniemu przygotowaniu preparatów i późniejszemu ich 
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utrzymywaniu w warunkach zbliżonych do naturalnego środowiska, można 

zapewnić neurochemiczną charakterystykę skrawków jak najbardziej podobną do 

tej naturalnej. W warunkach in vitro można obserwować rytm theta typu 2  

o przedziale częstotliwości 4-7 Hz i potwierdzonym charakterze cholinergicznym. 

W badaniach prowadzonych przez Kowalczyka i wsp. dowiedziono, że obszar 

tylnego podwzgórza zdolny jest nie tylko do modulowania hipokampalnego rytmu 

theta (jako element wstępującego układu synchronizującego), ale również  

do generowania lokalnego rytmu theta samodzielnie. W związku z tym, że podłoża 

neurochemiczne oraz neuronalne oscylacji theta w PHa są wciąż nie w pełni 

poznane, głównymi celami tego opracowania było określenie tego, jaki udział  

w powstawaniu i/lub modulowaniu rytmu w obszarze tylnego podwzgórza mają 

receptory glutaminianergiczne i kortykosteroidowe oraz opisanie charakterystyki 

wyładowań pojedynczych neuronów tego obszaru związanych z lokalnym 

glutaminianergicznym rytmem theta. W zaprezentowanych w niniejszej pracy 

doświadczeniach rytm theta rejestrowano z preparatów PHa utrzymywanych 

pozaustrojowo. 

W pierwszym cyklu doświadczalnym badano zdolność preparatów in vitro PHa  

do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu różnego typu receptorów 

glutaminianergicznych. Uzyskane wyniki pozwoliły wykazać, iż preparaty in vitro 

PHa są zdolne do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorów 

glutaminianergicznych zarówno poprzez perfuzję roztworem kwasu kainowego,  

jak i roztworem NMDA. Natomiast preparaty te nie są zdolne do generowania 

lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorów glutaminianergicznych poprzez 

perfuzję roztworem AMPA. 
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W drugim cyklu badawczym określano charakterystykę wyładowań pojedynczych 

neuronów obszaru tylnego podwzgórza w powiązaniu z lokalnym, 

glutaminianergicznym rytmem theta. Na podstawie wyników skonkludowano,  

iż większość neuronów wzbudzonych w PHa aktywacją glutaminianergiczną 

wykazuje wzorzec aktywności niezwiązany z lokalnym rytmem theta – tylko 

pojedyncze komórki sklasyfikowano, jako tzw. neurony theta-zależne, a dokładniej 

komórki theta-on. Istnieje też duża grupa neuronów rejestrowanych w obszarze 

tylnego podwzgórza po pobudzeniu glutaminianergicznym, która zaklasyfikowana 

została jako neurony chronometryczne. 

W trzecim cyklu badawczym, celem była charakterystyka wpływu aktywacji 

receptorów kortykosteroidowych na glutaminianergiczny rytm theta rejestrowany 

w PHa. Wykazano, że pobudzenie receptorów kortykosteroidowych podczas 

generowania epizodów rytmu theta wywołanych przez aktywację receptorów 

glutaminianergicznych w preparatach PHa powoduje wzmocnienie oscylacji – 

zarówno amplitudy, jak i mocy dominującego pasma częstotliwości rejestrowanego 

lokalnie rytmu theta.  

Wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej dowodzą, iż receptory 

glutaminianergiczne typu kainowego oraz typu NMDA, w przeciwieństwie  

do receptorów typu AMPA, biorą udział w generowaniu lokalnego rytmu theta  

w PHa. Z kolei aktywacja receptorów mineralokortykosteroidowych moduluje tak 

wywołany rytm, prowadząc do zwiększenia jego podstawowych parametrów. 
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STRESZCZENIE W JĘZYKU ANGIELSKIM 

One of the types of oscillations recorded in the central nervous system (CNS) is the 

theta rhythm, which is characterized by a regular, almost sinusoidal course. 

Functionally, it is related to memory processes, sensorimotor integration, motor 

activity, and spatial navigation. In rodents, theta rhythm can be recorded in the 

frequency range of 3-12 Hz from various areas of the CNS, with the hippocampal 

formation (HPC) remaining the most frequently studied structure. However,  

the HPC does not work independently - the generation of the theta rhythm in the 

HPC is associated with the activation of a number of structures located on different 

levels of the CNS, which have been defined as the ascending synchronizing pathway. 

This system originates in the brainstem nuclei, from which tonic impulses are 

transmitted to the posterior hypothalamic area (PHa). This region includes the 

supramammillary nucleus (SuM) and the posterior hypothalamic nuclei (PH), which 

transmit impulses to the medial septal area, from where it reaches limbic structures, 

including the hippocampal formation.  

One of the experimental models used in research on theta activity is the model  

of isolated in vitro preparations. The first extracorporeal studies using hippocampal 

brain sections were carried out in 1966 by Yamamoto and McIlwain. Subsequently, 

in 1987, electrophysiological studies were carried out on brain sections in which  

a rhythm similar to the theta activity observed in vivo was recorded - this initiated  

a series of studies on the theta rhythm in in vitro conditions. By appropriately 

preparing the brain sections and maintaining them in conditions similar to those  

of the natural environment, it is possible to ensure that the neurochemical 

characteristics of the sections are as close as possible to the natural ones. Using the 
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in vitro method, a type 2 theta rhythm, with a frequency range of 4-7 Hz and  

a confirmed cholinergic character, can be observed.  

Research conducted by Kowalczyk et al. demonstrated that the PHa is capable not 

only of modulating the hippocampal theta rhythm (as part of the ascending 

synchronizing pathway), but also of generating the local theta rhythm on its own. 

Since the neurochemical and neuronal basis of theta oscillations in the PHa are still 

not fully understood, the main goals of this study were to determine the role  

of glutamatergic and corticosteroid receptors in the formation and/or modulation 

of the rhythm in the posterior hypothalamic area and to describe the characteristics 

of single neurons' discharges in this area related to the local glutamatergic theta 

rhythm. In the experiments presented in this paper, the theta rhythm was recorded 

from the PHa preparations maintained extracorporeally.  

In the first experimental cycle, the ability of in vitro PHa preparations to generate 

local theta rhythm after stimulation of various types of glutamatergic receptors was 

tested. The obtained results allowed us to demonstrate that in vitro PHa 

preparations can generate a local theta rhythm after stimulation of glutamatergic 

receptors both by perfusion with kainic acid solution and NMDA solution. However, 

the sections are not able to generate a local theta rhythm after stimulation  

of glutamatergic receptors by perfusion with AMPA solution.  

In the second research cycle, the discharge characteristics of single neurons in the 

posterior hypothalamus were determined in connection with the local 

glutamatergic theta rhythm. Based on the results, it was concluded that most 

neurons stimulated in the PHa by glutamatergic activation show an activity pattern 

unrelated to the local theta rhythm - only single cells were classified as the so-called 
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theta-dependent neurons, or more precisely theta-on cells. There is also a large 

group of neurons recorded in the posterior hypothalamus after glutamatergic 

stimulation, which are classified as timing neurons.  

In the third research cycle, the aim was to characterize the effect of activation  

of corticosteroid receptors on the glutamatergic theta rhythm recorded in the PHa.  

It has been shown that stimulation of corticosteroid receptors during the generation 

of theta rhythm episodes caused by the activation of glutamatergic receptors in the 

PHa preparations results in amplification of oscillations - both the amplitude and 

the power of the dominant frequency of the locally recorded theta rhythm.  

The results presented in this doctoral dissertation prove that kainate-type and 

NMDA-type glutamatergic receptors, unlike AMPA-type receptors, are involved  

in the generation of the local theta rhythm in the PHa. In turn, activation  

of mineralocorticoid receptors modulates the rhythm induced by such a stimulation, 

leading to an increase in its basic parameters. 
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1. WSTĘP 
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1.1. Oscylacje w ośrodkowym układzie nerwowym 

Oscylacje (rytmy) w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN) stanowią specyficzny 

wzorzec regularnej aktywności bioelektrycznej, wynikającej z komunikacji 

pomiędzy grupami neuronów. Rozróżnia się odmienne skale rytmów, w zależności 

od poziomu organizacyjnego oscylacji. W mikroskali mowa jest o rytmicznej 

synchronizacji wyładowań poszczególnych neuronów – potencjałów 

czynnościowych pojedynczych komórek oraz potencjałów postsynaptycznych.  

W mezoskali istotna jest synchronizacja grup (sieci) neuronów, podczas której ma 

miejsce interferencja zsumowanych potencjałów bioelektrycznych. Gdy większe 

sieci neuronalne ulegają synchronizacji i oscylacje mają wyższą amplitudę oraz 

dalszy zasięg, można mówić o lokalnych potencjałach polowych (ang. local field 

potentials; LFP). W makroskali kluczowym elementem są funkcjonalne sprzężenia 

zwrotne pomiędzy odległymi od siebie obszarami mózgu. Dodatnie sprzężenia 

zwrotne sprzyjać będą powstawaniu LFP, natomiast ujemne skutkować będą 

desynchronizacją (Wang, 2010). 

Zsynchronizowana aktywność bioelektryczna ośrodkowego układu nerwowego 

może przejawiać różny zakres częstotliwości i z tego powodu wyróżnia się różne 

rytmy: alfa, beta, theta, delta, gamma. Odrębne wzorce aktywności 

encefalograficznej (EEG) u człowieka zauważył niemiecki badacz i psychiatra,  

a jednocześnie twórca aparatury umożliwiającej rejestrowanie aktywności EEG, 

Hans Berger (Buzsáki, 2006). Początkowo, większość swoich eksperymentów 

prowadził na sobie, swoich dzieciach oraz na pacjentach z defektami kości czaszki. 

Wyniki badań pozwoliły zaobserwować Bergerowi dwa główne typy fal: fale  

o wyższej amplitudzie i częstotliwości ok. 10 Hz, występujące podczas czuwania,  
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po zamknięciu oczu oraz fale o amplitudzie niższej, lecz znacznie szybsze, 

występujące podczas gdy pacjent miał otwarte oczy. Pierwszy rodzaj oscylacji 

badacz nazwał falami alfa, a drugi falami beta, gdyż taka była kolejność, w jakiej je 

dostrzegł (Ryc. 1; Buzsáki, 2006; Niedermeyer, 1997).  

 

Ryc. 1 Zapis EEG 14-letniej córki Hansa Bergera Ilse podczas i po liczeniu 196 / 7 . Należy zwrócić uwagę na powrót 
fal alfa po zakończeniu obliczeń matematycznych (miejsce zaznaczone strzałką; Niedermeyer, 1997). 

1.2. Rytm theta 

Rytm theta, z którym powiązany jest temat niniejszej pracy doktorskiej, to jeden  

z najsilniej zsynchronizowanych wzorców aktywności oscylacyjnej obserwowany  

w mózgach ssaków. U ludzi rytm ten rejestrowany jest z przyśrodkowego obszaru 

płata czołowego oraz z kory skroniowej i charakteryzuje się przedziałem 

częstotliwości fal od 4 do 7 Hz (Mitchell i wsp., 2008). Aktywność oscylacyjna theta 

u człowieka występuje w zapisie elektroencefalograficznym np. podczas nawigacji 

przestrzennej, która powiązana jest z integracją sensomotoryczną (Ekstrom i wsp., 
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2005), podczas snu paradoksalnego (Bódizs i wsp., 2001; Nishida  

i wsp., 2009) oraz podczas aktywności związanych z procesami językowymi 

(Bastiaansen i Hagoort, 2006), pamięciowymi czy analitycznymi (Anderson i wsp., 

2010; Lega i wsp., 2012; Nishida i wsp., 2009). Co więcej, rytm theta został określony 

jako prawdopodobny, nieswoisty „biomarker” niektórych stanów patologicznych 

OUN. Znaleziono statystycznie istotne zmiany w obecności aktywności theta  

u pacjentów z chorobą Alzheimera, gdy porównywano ich zapis EEG z zapisami osób 

zdrowych (Gallego-Jutglà i wsp., 2012, 2015). Innym zaburzeniem, przy którym 

występowanie tego wzorca EEG mogłoby być potencjalnie pomocne w diagnozie 

jest np. padaczka (Colom, 2006). Wykazano również ścisłą zależność między silnymi 

reakcjami stresowymi a obecnością rytmu theta i przetwarzaniem zadań 

pamięciowych (Gärtner i wsp., 2014; Vertes i McKenna, 2000). Ponadto, 

udowodniono odmienny wzrost synchronizacji elektroenecefalograficznej  

w częstotliwości theta u pacjentów z objawami stresu pourazowego takimi jak stany 

depresyjne i lękowe (Dunkley i wsp., 2015). 

Podstawowym materiałem wykorzystywanym w neurobiologicznych badaniach 

aktywności oscylacyjnej OUN są gryzonie, szczególnie myszy i szczury (Green i wsp., 

1960; Kramis i wsp., 1975). U tej grupy ssaków rytm theta określany jest  

w przedziale częstotliwości 3-12 Hz i charakteryzuje się regularnym, zbliżonym do 

sinusoidy, przebiegiem (Bland, 1986). Aktywnościami, z którymi jest on powiązany 

u gryzoni, są procesy pamięciowe (Bland, 1986; Elazar i Adey, 1967; Vertes i Kocsis, 

1997), nawigacja przestrzenna (Vertes i Kocsis, 1997; Winson, 1978), integracja 

czuciowo-ruchowa (Bland i wsp., 2006), aktywność motoryczna (Bland i Oddie, 

2001), ale też zjawisko długotrwałego wzmocnienia synaptycznego (long term 
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potentiation; LTP; Huerta i Lisman, 1996, 1995). Rytm theta u gryzoni rejestrowany 

jest z różnych struktur OUN, lecz najczęściej prowadzone są badania w korze 

limbicznej, a w szczególności formacji hipokampa (hippocampal formation; HPC; 

Buzsáki, 2002; Colgin, 2016; Vanderwolf, 2003). Doświadczenia przeprowadzane  

w tej strukturze pomagały zdefiniować podstawowe cechy charakterystyczne 

aktywności oscylacyjnej theta i stanowią kanon jej poznania. 

1.2.1. Rytm theta w HPC 

Badania rytmu theta w formacji hipokampa pozwoliły określić zarówno jego 

powiązania z różnymi typami aktywności behawioralnej zwierząt, jak i podłoże 

neurochemiczne tego wzorca EEG. W ciągu ostatnich lat zostało eksperymentalnie 

udowodnione, że rytm theta można rejestrować zarówno w modelu swobodnie 

poruszających się szczurów (O’Keefe i Dostrovsky, 1971; Woodnorth i McNaughton, 

2002), w modelu znieczulonych uretanem zwierząt w warunkach in vivo (Bocian  

i wsp., 2011; Green i Arduini, 1954), jak i w modelu in vitro, czyli w odnerwionych 

preparatach formacji hipokampa (Konopacki i wsp., 1987b; Kowalczyk i wsp., 

2013a; Kowalczyk i Konopacki, 2002). 

Ze względu na specyfikę neurochemiczną, rytm theta u gryzoni podzielono na dwa 

typy: rytm theta typu 1 oraz 2. Typ 1 (7-12 Hz) jest związany z aktywnością ruchową 

zwierzęcia i ma charakter niecholinergiczny (prawdopodobnie głównie 

serotoninergiczny; Gutiérrez-Guzmán i wsp., 2017; Vanderwolf i Baker, 1986).  

Co więcej, podanie większości anestetyków skutkuje tłumieniem tego typu rytmu, 

obserwowany jest zatem u zwierząt swobodnie poruszających się (Vanderwolf, 

1969). Typ 2 (4-7 Hz) związany jest ze znieruchomieniem zwierzęcia i ma charakter 

cholinergiczny. Ten typ rytmu theta wywoływany jest przez podawanie agonistów 
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receptorów cholinergicznych muskarynowych (acetylocholinę, karbachol; CCH),  

a blokowany przez antagonistę tych receptorów (siarczan atropiny; Bland, 1986). 

Dodatkowo, podawanie związków anestetycznych nie ma wpływu na generowanie 

tego typu rytmu, przez co jest możliwy do obserwowania i analizowania  

w badaniach z wykorzystaniem narkozy farmakologicznej (Bland, 1986; 

Gołebiewski i wsp., 1996; Kowalczyk i wsp., 2013a; Leung, 1998; Vanderwolf, 1969). 

Istnieją również dowody na to, że przy generowaniu tego typu rytmu theta bierze 

udział układ GABAergiczny (GABA - kwas γ-aminomasłowy; Konopacki  

i Gołebiewski, 1993; Smythe i wsp., 1992). Warto dodać, iż istnieją dane 

eksperymentalne wskazujące również, na prawdopodobny udział transmisji 

glutaminianergicznej w generowaniu hipokampalnej aktywności theta. Badania 

prowadzone w ostatnich kilkunastu latach pozwoliły wykazać,  

iż septohipokampalne projekcje glutaminianergiczne mogą pełnić funkcję 

swoistego łącznika pomiędzy rytmem theta typu 2, modulowanym przez 

pobudzenie cholinergiczne i GABAergiczne, a rytmem theta typu 1, związanym  

z ruchem zwierzęcia (Bland i wsp., 2007; Kazmierska i Konopacki, 2013). 

1.2.2. Charakterystyka rytmu theta w różnych modelach badawczych 

Pierwszym istotnym modelem wykorzystywanym w badaniach rytmu theta jest 

model in vivo, w którym to zwierzęta poddaje się narkozie farmakologicznej. 

Jednymi z pierwszych badań wykorzystujących i szerzej opisujących rejestrację 

aktywności elektrofizjologicznej z HPC podczas uśpienia zwierzęcia były 

doświadczenia Greena i Arduiniego, które to autorzy przeprowadzili na królikach, 

kotach oraz małpach (Green i Arduini, 1954). W kolejnych latach, głównym 

modelem zwierzęcym, na którym badało się ten wzorzec aktywności EEG, zostały 
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gryzonie, a przede wszystkim szczury i myszy. Wiodącym naukowcem, którego 

grupa badawcza wysoce przyczyniła się do głębszego poznania charakterystyki 

hipokampalnego rytmu theta, był Brian H. Bland. Jego zespół badał mechanizmy 

elektrofizjologiczne oraz neurochemiczne związane z generowaniem rytmu theta  

w HPC (Bland, 1986). Naukowcy wykazali, iż u gryzoni oscylacje theta tworzone są 

przez sinusoidalną aktywność polową o częstotliwości od 3 do 12 Hz i wysokiej 

amplitudzie (od 0,2 do 2 mV) (Bland, 1986; Bland i wsp., 2002; Bland i Colom, 1993; 

Bland i Oddie, 2001).  

Kolejnym często stosowanym modelem badawczym jest model swobodnie 

poruszających się zwierząt. Jednymi z pierwszych naukowców,  

którzy wykorzystali ten model byli O'Keefe i Dostrovsky (1971). Zarejestrowali oni 

aktywność elektryczną pojedynczych neuronów w HPC u swobodnie poruszających 

się szczurów, które mogły bez przeszkód eksplorować duże pomieszczenie (O’Keefe 

i Dostrovsky, 1971; O’Keefe i Nadel, 1978). Wykazali, że niektóre neurony  

w hipokampie były selektywnie aktywne w określonych lokalizacjach  

w środowisku. To przełomowe odkrycie przyczyniło się do tezy, że hipokamp 

odgrywa fundamentalną rolę w nawigacji przestrzennej i procesach pamięciowych, 

i ostatecznie doprowadziło do opracowania teorii tzw. komórek miejsca (ang. place 

cells), czyli neuronów formacji hipokampa, które ulegają selektywnej aktywacji,  

gdy zwierzę znajduje się w określonym miejscu w środowisku (Burgess i O’Keefe, 

2011). 

Trzecim modelem doświadczalnym, który jednocześnie jest najistotniejszy  

w świetle niniejszego opracowania, jest model in vitro. Pierwszych skrawków 

mózgu zawierających formację hipokampa użyto w badaniach pozaustrojowych już 
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w 1966 roku (Yamamoto i McIlwain, 1966). W badaniach prowadzonych w tym 

modelu doświadczalnym najbardziej kluczowym elementem jest odpowiednie 

preparowanie skrawków mózgowych. Dzięki temu wewnętrzna budowa, układ 

połączeń synaptycznych oraz charakterystyka neurochemiczna preparatu pozostają 

zbliżone do naturalnych (Konopacki i wsp., 1987; Konopacki i wsp., 1987a; Skrede  

i Westgaard, 1971). Niezbędnym jest też utrzymywanie ich w warunkach 

przypominających naturalne środowisko. W związku z tym, że preparaty in vitro są 

odnerwione, przez co połączenia między HPC a innymi strukturami OUN, istotnymi 

dla generowania aktywności theta, są przerwane, w warunkach pozaustrojowych 

nie rejestruje się spontanicznego rytmu theta w formacji hipokampa (Kowalczyk  

i wsp., 2013a). Jednakże aktywność ta może być wywołana farmakologicznie  

(np. przez podanie związków procholinergicznych), a rytm wywołany przez takie 

wzbudzenie posiada podobne parametry do tych opisanych wyżej, obserwowanych 

w modelu in vivo. Kolejnym podobieństwem oscylacji theta w obu modelach jest 

występowanie ich w charakterystycznych kilkusekundowych epizodach, jednak  

w modelu in vivo między epizodami obecne są fragmenty aktywności 

zdesynchronizowanej, podczas gdy w modelu in vitro widoczna jest cisza EEG 

(Konopacki i wsp., 1987a). Aktywność theta obserwowana w warunkach 

pozaustrojowych klasyfikowana jest jako rytm typu 2, co potwierdzane jest przez 

zniesienie go po perfuzji skrawków roztworem siarczanu atropiny, co wskazuje  

na jego podłoże cholinergiczne (Konopacki i wsp., 1992; Kowalczyk i wsp., 2013a). 
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1.2.3.  Neurony związane z rytmem theta 

Polowej aktywności rytmicznej w paśmie theta obecnej w strukturach układu 

limbicznego towarzyszy aktywność specyficznych grup neuronów nazwanych 

„komórkami związanymi z rytmem theta” lub neuronami „theta-zależnymi”. Każda 

z grup tych neuronów wyładowuje w charakterystyczny dla siebie sposób,  

stąd wyróżniono ich specyficzną klasyfikację (Colom i Bland, 1987), która od lat jest 

sukcesywnie rozszerzana.  

W 1987 roku Colom i Bland wykazali, iż w formacji hipokampa istnieją dwa typy 

neuronów wyładowujących w sposób związany z rytmiczną aktywnością HPC: 

komórki theta-on i theta-off, aktywne odpowiednio, podczas epizodów rytmu  

i aktywności zdesynchronizowanej obecnej w zapisie polowym. Ponadto, 

wyróżniono dwa podtypy tych komórek w obu grupach: toniczne i fazowe. 

Wyładowania neuronów tonicznych nie są związane fazowo z rytmem theta,  

w przeciwieństwie do drugiego podtypu komórek, które wyładowują w ścisłym 

powiązaniu z fazą rytmu theta rejestrowanego polowo (Colom i Bland, 1987). 

Analizując ten podział, nasuwa się podstawowe pytanie – dlaczego mowa jest  

o neuronach theta-off fazowych, skoro wyładowują one pomiędzy epizodami rytmu, 

a fazowość komórki określa się poprzez powiązanie jej aktywności z fazą rytmu? 

Otóż, komórki theta-off fazowe zaczynają generować potencjały czynnościowe pod 

koniec epizodu theta i wtedy wykazują fazowość względem niego (Ryc. 2; Colom  

i Bland, 1987). 
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Ryc. 2 Klasyfikacja neuronów związanych z rytmem theta, szczegóły w tekście (wg Bocian i Kowalczyk, 2012). 

Warto wspomnieć, iż dzięki eksperymentom prowadzonym w kolejnych latach, 

obecność neuronów związanych z rytmem theta generowanym w formacji 

hipokampa wykazano również w innych strukturach OUN – np. w korze 

śródwęchowej (ang. entorhinal cortex; EC; Dickson i wsp., 1995), obszarze 

przyśrodkowej przegrody (Bland i wsp., 1990) czy obszarze tylnego podwzgórza 

(Kirk i wsp., 1996). 

Omawiana klasyfikacja została dalej poszerzona o tzw. neurony bramkujące w 2006 

roku. Aktywność tych komórek związana jest stricte ze specyficznym momentem 

przejścia sieci neuronalnej formacji hipokampa ze stanu desynchronizacji  

do aktywności oscylacyjnej w paśmie theta (Ryc. 3; Konopacki i wsp., 2006; 

Kowalczyk i wsp., 2013b).  
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Ryc. 3 Klasyfikacja neuronów bramkujących: A – wyładowujące zarówno na początku i końcu epizodu rytmu;  
B – zwiastujące pojawienie się epizodu; C – informujące o zakończeniu epizodu (wg Kowalczyk i wsp., 2013a). 

1.3. Wstępujący układ synchronizujący 

Jak wspomniano wcześniej, główną strukturą OUN zaangażowaną w generowanie 

aktywności oscylacyjnej theta jest formacja hipokampa (Bland, 1986; Konopacki  

i wsp., 1987b; Kowalczyk i wsp., 2013a; Kramis i wsp., 1975; Pignatelli i wsp., 2012). 

Polowa aktywność bioelektryczna generowana w HPC związana jest z aktywacją 

wielu struktur położonych na różnych piętrach ośrodkowego układu nerwowego 

(Ryc. 4). Wpływają one na generowanie rytmu theta w strukturach układu 

limbicznego i określono je łącznie jako wstępujący układ (system) synchronizujący 

(Oddie i wsp., 1994; Vertes i Kocsis, 1997). System ten rozpoczyna się w jądrze 

boczno-grzbietowym nakrywki (ang. laterodorsal tegmental nucleus) i jądrze 

konarowo-mostowym nakrywki (ang. pedunculopontine tegmental nucleus; PPT) 

śródmózgowia (Datta i Siwek, 1997; Pignatelli i wsp., 2012). Jądra te generują 
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toniczną impulsację, przekazywaną następnie do jądra niepewnego (ang. nucleus 

incertus) i przedniego jądra siatkowatego mostu (ang. oral pontine reticular 

nucleus; RPO; Woodnorth i wsp., 2003). Komórki RPO wysyłają unerwienie do jąder 

tylnego podwzgórza (ang. posterior hypothalamic nuclei; PH) i jądra 

nadsuteczkowatego (ang. supramammillary nucleus; SuM; Kirk, 1998), które łącznie 

określa się jako obszar tylnego podwzgórza (ang. posterior hypothalamic area; PHa; 

Kowalczyk i wsp., 2014). Z kolei komórki jądra niepewnego unerwiają obszary 

zlokalizowane w formacji hipokampa, korze przedruchowej, przedczołowej oraz 

grzbietowym jądrze szwu (ang. dorsal raphe nucleus; Kiss i wsp., 2002; Kocsis  

i Vertes, 1992; Pignatelli i wsp., 2012). Szlaki neuronalne z jąder tylnego 

podwzgórza biegną przez pęczek przyśrodkowy przodomózgowia (ang. medial 

forebrain bundle; MFB) do kolejnego elementu systemu wstępującego, którym są: 

 

 

Ryc. 4 Neuroarchitektoniczny przebieg wstępującego układu synchronizującego. Oznaczenia: PPT – jądro 
konarowo-mostowe nakrywki, RPO – przednie jądro siatkowate mostu, SuM – jądro nadsuteczkowate, PH – jądra 
tylnego podwzgórza, MFB – przyśrodkowy pęczek przodomózgowia, MS – obszar przyśrodkowej przegrody, DBB – 
pęczek pasma przekątnego Broki, HPC – formacja hipokampa, CC – kora zakrętu obręczy, EC – kora śródwęchowa 
(wg Caban, 2017). 
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obszar przyśrodkowej przegrody (ang. medial septum; MS) i poprzeczny pęczek 

pasma przekątnego Broki (ang. vertical limb of the diagonal band of Broca; vDBB), 

tworzące łącznie kluczową grupę struktur – MS/vDBB (Bland i wsp., 2007, 1996; 

Bland i Colom, 1993; Borhegyi i wsp., 1998; Borhegyi i Freund, 1998; Kiss i wsp., 

2000; Kocsis, 2006; Yoder i Pang, 2005). MS/vDBB przekazują impulsację biegnącą 

z pnia mózgu i struktur międzymózgowia do formacji hipokampa, kory 

śródwęchowej i innych obszarów kory limbicznej (Bland i Oddie, 1998; Leranth  

i wsp., 1999). Najistotniejszą funkcją kompleksu MS/vDBB jest przekształcanie 

tonicznej impulsacji docierającej z niższych pięter OUN w rytmiczny wzorzec 

przekazywany dalej do struktur limbicznych, gdzie w efekcie generowana jest 

polowa aktywność theta (Bland i wsp., 1999).  

1.4. Obszar tylnego podwzgórza a rytm theta 

Jak wspomniano wcześniej, obszar tylnego podwzgórza stanowi istotny element 

wstępującego układu synchronizującego aktywność HPC. Jądra tego obszaru 

zaangażowane są nie tylko w kontrolę aktywności oscylacyjnej struktur 

limbicznych, ale pełnią również wiele innych istotnych funkcji w OUN. Wiele badań 

wskazało na uczestnictwo PHa w procesach pamięciowych (Pan i McNaughton, 

2004), celowej aktywności ruchowej (Woodnorth i McNaughton, 2005), kontroli 

ruchów związanych ze stanami motywacyjnymi i emocjonalnymi (Sławińska  

i Kasicki, 1995), odpowiedzi emocjonalnej organizmu (Vertes i wsp., 1995)  

czy kontroli czynności ruchowych i poziomu wzbudzenia OUN (Parker i Sinnamon, 

1983; Sieb, 1990; Sinnamon, 1990). Co więcej, wykazano, że SuM bierze udział  

w konsolidacji pamięci podczas unikania bodźców bólowych (Shahidi i wsp., 2004)  

i jest integralną częścią sieci przekształcających informacje podczas zachowań 
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celowych, co prowadzi do integracji emocjonalnych i kognitywnych aspektów tych 

informacji (Pan i McNaughton, 2004). 

Z punktu widzenia niniejszego opracowania, najistotniejszą funkcją jąder 

wchodzących w skład PHa jest jednak kontrola i modulacja aktywności 

bioelektrycznej HPC, poprzez przekazywanie informacji biegnących z pnia mózgu 

do MS/vDBB i dalej do formacji hipokampa we wstępującym układzie 

synchronizującym (Gray i McNaughton, 2003; Vertes i Martin, 1988). Analiza 

połączeń neuronalnych biegnących z PH (Vertes i wsp., 1995) i SuM (Vertes, 1992), 

wykazała, że projekcje zarówno z jąder tylnego podwzgórza, jak i z jądra 

nadsuteczkowatego, przebiegając przez pęczek przyśrodkowy kresomózgowia, 

docierają do HPC oraz do innych obszarów podkorowych i korowych. Wykazano,  

że unerwienie z SuM dociera do warstwy komórek ziarnistych w zakręcie zębatym 

(ang. dentate gyrus), warstwy wschodowej (ang. stratum oriens) oraz warstwy 

piramidowej (ang. stratum pyramidale) pola CA1 hipokampa właściwego 

(Maglóczky i wsp., 1994). Jednakże pomiędzy obszarem tylnego podwzgórza  

a formacją hipokampa obecne są nie tylko połączenia wstępujące, ale też zstępujące 

z układu septohipokampalnego do jądra nadsuteczkowatego oraz jąder tylnego 

podwzgórza (Kirk, 1998). Połączenia te najprawdopodobniej pełnią funkcje 

modulujące częstotliwość wyładowań neuronów PHa podczas generowania rytmu 

theta w HPC. Wydaje się, iż układ zstępujący HPC→PHa może brać udział  

w hamowaniu rytmu theta, gdy aktywność EEG w formacji hipokampa ulega 

desynchronizacji (Kirk, 1998). 

Aby dokładnie określić rolę PHa w genezie hipokampalnego rytmu, 

przeprowadzono doświadczenia opierające się na różnorodnych technikach 
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eksperymentalnych. Pierwsza grupa to badania opierające się na blokowaniu 

aktywności PHa w wyniku fizycznych lub chemicznych lezji tego obszaru. Po ich 

dokonaniu obserwowano wpływ uszkodzeń/blokad na aktywność bioelektryczną 

HPC. Druga grupa to badania związane z drażnieniem elektrycznym obszaru tylnego 

podwzgórza i obserwacją jego efektów na generowanie rytmu theta w formacji 

hipokampa. Trzecia grupa badań to rejestracja aktywności pojedynczych komórek 

obszaru tylnego podwzgórza i powiązań ich wzorców wyładowań z obserwowanym 

jednocześnie rytmem theta w HPC.  

1.5. Wpływ hamowania aktywności PHa na hipokampalny rytm 

theta  

Wpływ inhibicji obszaru tylnego podwzgórza na hipokampalny rytm theta po raz 

pierwszy badany był w 1974 roku przez Robinsona i Wishawa. Poddawali oni 

analizie następstwa lezji obszaru tylnego podwzgórza wywierane na właściwości 

oscylacyjne formacji hipokampa oraz efekty behawioralne. Autorzy wywnioskowali 

na podstawie przeprowadzonych badań, iż nawet rozległe uszkodzenia PHa nie 

wpływają znacząco na zdolność tworzenia rytmu theta w HPC (Robinson i Whishaw, 

1974). W kolejnych eksperymentach, w 1987 roku, analiza wykazała zupełnie inne 

wyniki (Trojniar i wsp., 1987). Badania prowadzone były na swobodnie 

poruszających się szczurach i dowiedziono w nich, że lezje obszarów bocznego  

i tylnego podwzgórza powodują wzrost generowania wysokoamplitudowej 

aktywności zdesynchronizowanej (ang. large irregular activity; LIA) oraz spadek 

rytmu theta w obszarze w HPC. Wskazało to na inhibicyjny wpływ lezji  

ww. obszarów na zdolność formacji hipokampa do tworzenia rytmu. Odmienne 
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wyniki przedstawionych eksperymentów mogły być rezultatem braku 

odpowiedniej precyzji metodologicznej we wczesnych badaniach.  

W 1991 roku potwierdzono wpływ uszkodzeń rejonu podwzgórza w generowaniu 

hipokampalnej aktywności EEG. Gdy lezjom poddawano przyśrodkowy obszar 

podwzgórza, zdolność do generowania aktywności theta w szczurzym HPC zanikała. 

Przy niekompletnych uszkodzeniach obszaru tylnego podwzgórza, zdolność ta była 

zachowana. Autorzy wywnioskowali, iż obszary odpowiedzialne za modulację 

rytmu theta w formacji hipokampa znajdują się w obrębie całego podwzgórza (Glin 

i wsp., 1991). W kolejnych badaniach prowadzonych na szczurach poddanych 

narkozie uretanowej, Ian Kirk i Neil McNaughton dowiedli, iż częstotliwość oraz 

amplituda oscylacji theta w HPC, wywołanych poprzez stymulację elektryczną RPO, 

zostają obniżone po iniekcji prokainy (będącej lokalnym anestetykiem) do PHa 

(Kirk i McNaughton, 1993). Na podstawie swoich wyników autorzy zasugerowali,  

że częstotliwość oscylacji theta w HPC kodowana jest w SuM, co potwierdzili  

w następnych eksperymentach (McNaughton i wsp., 1995), w których ponadto 

dowiedli, iż analogiczna inhibicja SuM u szczurów swobodnie poruszających się nie 

wpływała znacząco na rytm theta w HPC. Wywnioskowano, iż w kontroli 

częstotliwości oscylacji theta wywołanych przez elektryczną stymulację RPO  

u swobodnie poruszających się szczurów musi uczestniczyć więcej jąder niż tylko 

jądro nadsuteczkowate (McNaughton i wsp., 1995). 

W kolejnych badaniach, Thinshmidt i wsp. poddawali szczury anestetyzowane 

uretanem inaktywacjom SuM (m.in. przez iniekcje prokainy) i sprawdzali ich wpływ 

na generowanie hipokampalnego rytmu theta indukowanego elektryczną 

stymulacją RPO (Thinschmidt i wsp., 1995). Autorzy dowiedli, iż rytm theta w HPC 
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wywoływany przez drażnienie elektryczne struktur pnia mózgu charakteryzował 

się znacząco niższą amplitudą i częstotliwością w przypadku podania prokainy  

do PHa. Co istotne, osłabienie to trwało około 20 minut i pokrywało się z okresem 

anestetycznego wpływu prokainy w jądrze nadsuteczkowatym. W eksperymentach 

potwierdzono, że i amplituda, i częstotliwość hipokampalnego rytmu theta 

indukowanego stymulacją elektryczną RPO u anestetyzowanych szczurów 

modulowane są przez połączenia biegnące z jądra nadsuteczkowatego do formacji 

hipokampa. 

Pod koniec XX i na początku XXI wieku, grupa nowozelandzkich naukowców (Pan, 

McNaughton i Woodnorth) prowadziła kolejne badania na swobodnie 

poruszających się szczurach dotyczące funkcji tylnego podwzgórza w modulowaniu 

częstotliwości i amplitudy rytmu theta rejestrowanego w HPC. Jedne z doświadczeń 

polegały na podaniu chlordiazepoksydu (CDP) obwodowo lub miejscowo do SuM. 

CDP jest agonistą benzodiazepinowym, wzmacniającym działanie receptorów 

GABAergicznych, a jego podanie wywierało widoczny wpływ na parametry 

hipokampalnego rytmu theta (Pan i McNaughton, 1997). Autorzy dowiedli,  

iż obwodowe iniekcje chlordiazepoksydu zmniejszały częstotliwość rytmu theta  

w HPC. CDP podany bezpośrednio do SuM również prowadził do spadku 

częstotliwości hipokampalnego rytmu, lecz w mniejszym stopniu. Głównym 

wnioskiem było to, że w modelu szczurów swobodnie poruszających się inne 

struktury, poza jądrem nadsuteczkowatym, muszą brać udział w kodowaniu 

częstotliwości aktywności theta w HPC, badacze nie sprecyzowali jednak, o które 

rejony OUN może chodzić. Wyniki kolejnych doświadczeń udowodniły, iż lezje 

przyśrodkowego obszaru jądra nadsuteczkowatego mają różny wpływ  
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na częstotliwość rytmu theta w zależności od wzorca behawioralnego 

prezentowanego przez zwierzę. Badacze zaproponowali, że ten obszar SuM 

odpowiedzialny jest za modulowanie hipokampalnego rytmu theta 

manifestowanego jedynie podczas niektórych typów aktywności (Pan  

i Mcnaughton, 2002). Teoria ta poparła i dopełniła poprzednie wyniki 

doświadczalne dowodzące, iż u zwierząt anestetyzowanych, w kontroli 

częstotliwości rytmu theta w HPC jądro nadsuteczkowate odgrywa fundamentalną 

rolę, lecz jego udział w tej modulacji jest znacząco mniejszy u zwierząt swobodnie 

poruszających się. 

Zaprezentowane powyżej dane wskazują, iż we wstępującym układzie 

synchronizującym funkcje różnych jąder PHa są odmienne, w zależności od modelu 

badawczego. U szczurów anestetyzowanych zarówno amplituda, jak i częstotliwość 

rytmu theta obecnego w HPC kontrolowana jest na poziomie SuM. Z kolei  

u szczurów swobodnie poruszających się, częstotliwość hipokampalnego theta 

podlega wpływom zarówno SuM, jak i PH. Zapewne różnice te wynikają z faktu,  

iż badane jądra w obszarze tylnego podwzgórza modulują odmienne rodzaje rytmu 

theta u szczurów anestetyzowanych (typ 2 rytmu theta o podłożu cholinergicznym) 

i tych swobodnie poruszających się (typ 1 rytmu o podłożu niecholinergicznym). 

Obserwowane różnice mogą mieć swoje źródło w różnym podłożu 

neurochemicznym zarówno pierwszego, jak i drugiego typu rytmu theta w HPC,  

a dokładniej, w zaangażowaniu odmiennych obwodów oraz szlaków neuronalnych 

związanych z wytwarzaniem i modulacją obu typów aktywności rytmicznej theta. 
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1.6. Wpływ drażnienia elektrycznego PHa na hipokampalny rytm 

theta  

Pierwsze badania nad wpływem elektrycznej stymulacji PHa na rytm theta obecny 

w HPC przeprowadzono już w latach 60., a modelem badawczym były koty 

poddawane narkozie eterem dietylowym (Kawamura i Domino, 1968). 

Eksperymenty wykazały, iż elektryczne drażnienie obszaru tylnego podwzgórza 

powodowało generowanie rytmu theta w HPC, jednocześnie nie ingerując  

w aktywność elektroencefalograficzną rejestrowaną w korze nowej. 

Wywnioskowano, iż PHa nie tylko jest kluczowym miejscem przekazywania 

sygnałów biegnących z tworu siatkowatego do formacji hipokampa, ale również 

sam jest źródłem szlaków neuronalnych biegnących do HPC (Kawamura i Domino, 

1968). Analiza porównawcza zestawiająca te rezultaty z wynikami poprzednich 

badań nad MS/vDBB wykazała, iż obszar przyśrodkowej przegrody może spełniać 

swoją rolę jako rozrusznik hipokampalnej aktywności rytmicznej jedynie przy 

jednoczesnej impulsacji biegnącej z obszaru tylnego podwzgórza i tworu 

siatkowatego do MS/vDBB (Kawamura i wsp., 1961). 

W innych doświadczeniach, badano wpływ drażnienia elektrycznego grzbietowo-

przyśrodkowego PHa u swobodnie poruszających się szczurów. Wykazano, iż taka 

stymulacja prowadziła do generowania hipokampalnego rytmu theta i wywoływała 

u zwierząt aktywność ruchową, jak na przykład skakanie, bieganie oraz ruchy głowy 

(Bland i Vanderwolf, 1972). Zauważono bezpośrednie przełożenie siły stymulacji 

PHa na częstotliwość generowanego rytmu – wzrost siły drażnienia powodował 

proporcjonalny wzrost częstotliwości rytmu. Zwiększanie drażnienia przekładało 

się też na nasilanie szybkości biegu lub siły skoku. Zdaniem autorów wstępujący 
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system synchronizujący (m.in. PHa) pełni ważną funkcję nie tylko w powstawaniu 

rytmicznych oscylacji w HPC, ale również odgrywa istotną rolę w zarządzaniu 

ruchami dowolnymi. 

Kolejne badania dotyczące stymulacji obszarów podwzgórza (tutaj: bocznych  

i przyśrodkowych) u swobodnie poruszających się zwierząt wykazały,  

że elektryczne pobudzanie bocznych obszarów PHa skutkowało desynchronizacją 

aktywności hipokampalnej, a stymulacja obszarów przyśrodkowych powodowała 

generowanie rytmu theta w HPC (Coleman i Lindsley, 1977). Zgodnie z opinią 

autorów, dwie odmienne ścieżki neuronalne przechodzące przez PHa formują 

obwody ze zwrotnymi połączeniami z HPC, dzięki czemu modulują jego aktywność 

EEG i regulują zachowania przejawiane przez szczura. 

Określenie roli PHa i MS/vDBB we wstępującym systemie synchronizującym 

aktywność hipokampalną było istotnym celem kolejnych eksperymentów.  

W badaniach tych podawano prokainę do obszaru przyśrodkowej przegrody oraz 

atropinę obwodowo i badano wpływ tych iniekcji na aktywność theta w HPC i EC 

(Dickson i wsp., 1994). Dodatkowo, w badaniach tych prowadzono elektryczne 

drażnienie tylnego podwzgórza, co skutkowało generowaniem rytmu theta w obu 

tych strukturach limbicznych. Rytm obserwowany zarówno w formacji hipokampa, 

jak i w korze śródwęchowej blokowany był przez oba typy iniekcji wykonywanych 

w tych eksperymentach. Zdaniem autorów oscylacje theta w HPC i EC modulowane 

są przez połączenia cholinergiczne muskarynowe biegnące z tylnego podwzgórza 

przez MS/vDBB u szczurów poddanych narkozie uretanowej. Przedstawiono 

również ścisłą zależność pomiędzy siłą drażnienia jąder tylnego podwzgórza a mocą 

i częstotliwością rytmu theta rejestrowanego w korze śródwęchowej. Autorzy 
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wywnioskowali, iż komórki zlokalizowane w obszarze tylnego podwzgórza 

modulują rytm theta w HPC i EC (zarówno częstotliwość, jak i moc). W kolejnych 

eksperymentach, ci sami badacze wykazali, iż elektryczne drażnienie obszaru 

tylnego podwzgórza znacząco wpływa na wzrost częstotliwości potencjałów 

czynnościowych generowanych przez neurony theta-on zlokalizowane  

w EC podczas rytmu i jednocześnie zmniejsza wyładowania neuronów theta-off  

w tym obszarze w trakcie jednoczesnej LIA w formacji hipokampa (Dickson i wsp., 

1995). Podanie prokainy do MS powodowało z kolei blokowanie rytmu theta 

rejestrowanego w HPC i EC, wywoływanego przez drażnienie PHa. Autorzy 

wykazali, iż aktywność wstępującego układu synchronizującego prowadzi  

do generowania rytmu zarówno w formacji hipokampa, jak i w korze śródwęchowej. 

Kolejną serią badawczą prowadzącą do zdeterminowania udziału obszaru tylnego 

podwzgórza w generowaniu rytmu theta w HPC były eksperymenty Oddiego i wsp. 

(Oddie i wsp., 1994). Badacze poparli wcześniejsze wyniki Blanda (Bland, 1986), 

jednocześnie potwierdzając, iż elektryczne drażnienie PH prowadzi do generowania 

rytmu theta w HPC i wykazali bezpośrednią zależność między siłą bodźca 

elektrycznego a wzrostem częstotliwości tego rytmu. W doświadczeniach 

udowodniono, iż krótkotrwałe blokowanie obszaru tylnego podwzgórza za pomocą 

lokalnego podania prokainy nie wpływało na częstotliwość rytmu theta 

generowanego iniekcjami CCH do MS/vDBB, natomiast znacząco obniżało jego 

amplitudę. Jednakże, gdy analizowano hipokampalny rytm theta występujący 

spontanicznie lub wywoływany stymulacją czuciową (ang. tail-pinch)  

czy elektrycznym drażnieniem RPO, iniekcje prokainy do PHa całkowicie go 

blokowały. Dodatkowo, podanie karbacholu do PHa powodowało trwałe 
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generowanie hipokampalnego rytmu theta. Postawiono tezę, iż obszar tylnego 

podwzgórza jest kluczowym elementem wstępującego systemu synchronizującego 

aktywność rytmiczną w HPC i jego główną funkcją jest swojego rodzaju 

„tłumaczenie” intensywności impulsacji biegnącej z RPO, na specyficzny wzorzec 

impulsacji o danej częstotliwości, przekazywany dalej do MS/vDBB i finalnie do HPC 

(Oddie i wsp., 1994). 

Reasumując, opisane doświadczenia, w których badano wpływ drażnienia 

elektrycznego PHa na generowanie hipokampalnego rytmu theta, wskazują,  

iż obszar tylnego podwzgórza jest kluczowym elementem wstępującego układu 

synchronizującego hipokampalną aktywność rytmiczną. Wykazano, iż elektryczne 

drażnienie obszaru tylnego podwzgórza prowadzi do generowania rytmu theta,  

a parametry tego drażnienia modulują parametry rytmu obserwowanego zarówno 

w HPC, jak i w EC. Ponadto, postawiono tezę, że PHa pełni istotną funkcję 

modulacyjną w zakresie siły pobudzenia dostarczanego z RPO do MS/vDBB  

i w następstwie, do formacji hipokampa. 

1.7. Komórki PHa związane z hipokampalnym rytmem theta 

Kolejną grupę doświadczeń, określających interakcje pomiędzy aktywnością PHa  

a hipokampalnymi oscylacjami theta, stanowią badania aktywności pojedynczych 

neuronów obszaru tylnego podwzgórza i ich korelacji z aktywnością polową 

obserwowaną równocześnie w HPC. W pierwszych eksperymentach tego typu, 

prowadzonych na szczurach w narkozie uretanowej, wykazano, iż komórki 

zlokalizowane w jądrze nadsuteczkowatym wyładowywały rytmicznie oraz zgodnie 

w fazie z falami theta obserwowanymi w tym samym czasie w HPC (Kirk  

i McNaughton, 1991). Co ciekawe, blokowanie obszaru przyśrodkowej przegrody 
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poprzez lokalne podanie prokainy hamowało hipokampalny rytm theta, 

jednocześnie nie mając wpływu na rytmiczny wzorzec aktywności neuronalnej  

w SuM. Autorzy postawili tezę, iż to właśnie ten obszar jest najprawdopodobniej 

odpowiedzialny za kodowanie częstotliwości rytmu theta w HPC, a informacja 

biegnie z SuM do formacji hipokampa przez MS/vDBB. W kolejnych badaniach 

analizowano aktywność neuronów zlokalizowanych w jądrze nadsuteczkowatym, 

ciałach suteczkowatych i sąsiadujących obszarach w międzymózgowiu, równolegle 

rejestrując aktywność polową w formacji hipokampa (Kocsis i Vertes, 1994). 

Dowiedziono obecności w analizowanych obszarach komórek o wzorcu aktywności 

zsynchronizowanym z hipokampalnym rytmem theta, a grupa ta stanowiła 17% 

wszystkich zbadanych neuronów. Wyniki te potwierdziły powiązanie jądra 

nadsuteczkowatego oraz ciał suteczkowatych z przekazywaniem rytmicznej 

impulsacji do różnych struktur w układzie limbicznym, w którym dochodzi  

do generowania aktywności oscylacyjnej theta. 

Dalsze badania pozwoliły wykazać obecność w PHa trzech grup neuronów 

związanych z rytmem: theta-on tonicznych, theta-off tonicznych i theta-on fazowych 

(Bland i wsp., 1995). Wszystkie komórki theta-zależne zarejestrowane w SuM 

należały do typu theta-on fazowych, a wszystkie zarejestrowane w PH do typu theta-

on tonicznych. Komórki zlokalizowane pomiędzy tymi jądrami zostały 

sklasyfikowane jako neurony typu theta-off tonicznego. Wyniki te zostały 

potwierdzone eksperymentalnie rok później: w jądrach tylnego podwzgórza 

zaobserwowano obecność neuronów theta-on tonicznych, a w jądrze 

nadsuteczkowatym neuronów theta-on fazowych (Kirk i wsp., 1996). Co więcej, 

udowodniono stały wzorzec rytmiczny neuronów obecnych w PHa, związanych  
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z rytmem theta w HPC, nawet po iniekcji prokainy do obszaru przyśrodkowej 

przegrody. Podczas elektrycznego drażnienia pnia mózgu, doprzegrodowe podanie 

prokainy powodowało wzrost częstotliwości wyładowań tylnopodwzgórzowych 

komórek theta-zależnych. Zgodnie z opinią autorów, częstotliwość impulsacji 

komórek theta-on fazowych w SuM i theta-on tonicznych w PH zależna jest  

od sygnału biegnącego z RPO, nie jest jednak zdeterminowana przez parametry 

septohipokampalnego rytmu theta. Zasugerowano też, że rolą SuM we wstępującym 

układzie synchronizującym jest „tłumaczenie” tonicznej impulsacji dochodzącej  

z pnia mózgu na rytmiczny wzorzec wyładowań, a funkcją PH jest dostarczanie 

tonicznego pobudzenia do układu septohipokampalnego. Kolektywna aktywność 

jądra nadsuteczkowatego i jąder tylnego podwzgórza skutkuje powstawaniem 

aktywności rytmicznej w układzie septohipokampalnym (Kirk i McNaughton, 

1991). Kolejne badania wykazały niezależność wzorca aktywności komórkowej 

neuronów theta-zależnych w PHa od uszkodzeń połączeń docierających do obszaru 

tylnego podwzgórza z układu septohipokampalnego. Autorzy podsumowali,  

iż neurony w PH i SuM wyładowują niezależnie od impulsacji docierającej z obszaru 

przyśrodkowej przegrody i/lub HPC, jednak ich aktywność może być przez  

tę impulsację modulowana (Kirk, 1998, 1997).  

Celem dalszych badań na szczurach w narkozie uretanowej było zaklasyfikowanie 

funkcjonalne komórek w jądrze nadsuteczkowatym i ciałach suteczkowatych oraz 

obserwacja zależności ich aktywności podczas jednoczesnego rytmu theta  

w formacji hipokampa generowanego po drażnieniu elektrycznym obszaru 

przyśrodkowej przegrody (Kocsis i Vertes, 1997). Dowiedziono, że komórki PHa  

o rytmicznym wzorcu aktywności stanowią zróżnicowaną grupę neuronów zależną 
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od rytmu theta w HPC. Wyróżniono cztery typy komórek pod kątem tego,  

czy i w jakiej fazie hipokampalnego rytmu theta wyładowywały. Aktywność dwóch 

pierwszych grup neuronów zależna była bezpośrednio od fazy oscylacji theta – 

potencjały czynnościowe generowane były albo w dodatnim, albo w ujemnym 

szczycie fali jednocześnie zapisywanego rytmu theta w HPC. Aktywność dwóch 

kolejnych grup neuronów również była powiązana z hipokampalną aktywnością 

polową, lecz ich wyładowania rejestrowano albo na wstępującym,  

albo na zstępującym ramieniu fali rejestrowanego polowo rytmu theta w formacji 

hipokampa. Badacze zasugerowali, iż ta heterogeniczność komórek w obszarze 

tylnego podwzgórza wynikać może ze specyfiki połączeń pobudzających  

i hamujących biegnących do PHa z niższych pięter wstępującego układu 

synchronizującego oraz połączeń zwrotnych z HPC. Zwrotne połączenia docierające 

do obszaru tylnego podwzgórza z układu septohipokampalnego mogą, według 

autorów, znacząco modulować aktywność neuronalną SuM i PH. Potwierdziły to 

wyniki kolejnych doświadczeń (Kocsis, 2006; Kocsis i Kaminski, 2006), w których 

wykazano, że podczas hipokampalnego rytmu theta indukowanego sensorycznie, 

aktywność komórek zlokalizowanych w jądrze nadsuteczkowatym zawiera 

informacje „przewidujące” przyszłe zmiany rytmicznych potencjałów polowych  

w HPC. Jednakże podczas spontanicznej aktywności theta w HPC, wyładowania 

neuronów theta-zależnych w SuM kontrolowane są przez połączenia zstępujące 

docierające z kory limbicznej. Zasugerowano bezpośredni związek między typem 

szczurzej aktywności motorycznej a rolą pełnioną przez komórki jądra 

nadsuteczkowatego w powstawaniu rytmu theta w układzie septohipokampalnym.  
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Konkludując, wyniki analiz aktywności komórkowej neuronów PHa związanych  

z hipokampalnym rytmem theta ponownie dowodzą kluczowej roli, jaką obszar 

tylnego podwzgórza pełni w postawaniu tego rodzaju oscylacji w HPC. Wykazano 

niezależność wzorców wyładowań komórek theta-zależnych PHa związanych  

z rytmem theta w HPC od zwrotnej, zstępującej impulsacji docierającej do PHa  

z układu septo-hipokampalnego. Przedstawione powyżej dane wskazują,  

że najbardziej prawdopodobnym elementem wstępującego układu 

synchronizującego kontrolującym częstotliwość hipokampalnego rytmu theta jest 

jądro nadsuteczkowate, natomiast jądra tylnego podwzgórza odpowiedzialne są 

zapewne za przekazywanie impulsacji tonicznej z pnia mózgu do systemu 

septohipokampalnego, w którym generowane są oscylacje theta. 

1.8. PHa jako niezależny generator rytmu theta  

Opisane powyżej badania podkreślają istotność funkcjonalną PHa w genezie rytmu 

theta rejestrowanego w strukturach układu limbicznego. Warto jednak wspomnieć, 

że już w latach 70. XX wieku postawiono tezę, że obszar tylnego podwzgórza może 

nie tylko modulować hipokampalny rytm theta, ale też samodzielnie generować 

rytmiczne oscylacje lokalnie (Komisaruk, 1970). W badaniach na szczurach  

o farmakologicznie zahamowanej aktywności ruchowej, wykazano obecność 

zarówno epizodów rytmu theta, jak i współwyładowujących podczas ich obecności 

neuronów nie tylko w HPC, ale i w ciałach suteczkowatych. Udowodniono ścisłą 

zależność między rytmem theta występującym w tylnym i brzusznym obszarze 

podwzgórza z jednoczesnym rytmem obserwowanym w HPC. W innych badaniach 

zarejestrowano też aktywność theta w PHa u zwierząt swobodnie poruszających się 

(Sławińska i Kasicki, 1995). Zauważono wtedy korelację pomiędzy rytmem 
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rejestrowanym w obszarze tylnego podwzgórza a zachowaniem zwierzęcia. 

Epizody theta nigdy nie pojawiały się, gdy zwierzę było w bezruchu, natomiast 

synchronizacja rozpoczynała się na początku aktywności motorycznej. 

Występowanie lokalnej aktywności theta w PHa zostało potwierdzone również  

w badaniach analizujących aktywność oscylacyjną w tym obszarze po stymulacji 

sensorycznej u szczurów znieczulonych uretanem (Kocsis i Vertes, 1997). 

Równolegle zapisywano aktywność polową EEG w formacji hipokampa. Wskazano 

na powiązania aktywności theta obserwowanej w HPC z rytmem jednocześnie 

rejestrowanym w PHa. Zaproponowano tezę, iż rytm theta generowany lokalnie  

w obszarze tylnego podwzgórza może być konsekwencją impulsacji zstępującej  

z układu septohipokampalnego do PHa. 

Pierwsze dogłębne analizy lokalnego rytmu theta w PHa wykonali Kowalczyk i wsp. 

(2014), którzy przeprowadzili je na szczurach znieczulonych uretanem oraz  

w warunkach in vitro, na skrawkach mózgowych. W obydwu modelach badawczych 

udowodniono, że obszar tylnego podwzgórza może generować lokalny rytm theta  

o podłożu cholinergicznym, muskarynowym. Doświadczenia na szczurach  

w narkozie wykazały, iż można rejestrować oscylacje theta jednocześnie z PHa  

i HPC, lecz obydwa wzorce aktywności rytmicznej powstają od siebie niezależnie.  

Co istotne, rytm rejestrowany równocześnie w obydwu tych strukturach 

charakteryzował się odmienną częstotliwością i przebiegiem czasowym epizodów. 

Badania na odnerwionych skrawkach PHa poparły powyższe wyniki, potwierdzając 

niezależność lokalnego rytmu theta generowanego w obszarze tylnego podwzgórza 

od obecności połączeń docierających z pnia mózgu i układu septohipokampalnego 

(Kowalczyk i wsp., 2014). 
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Przedmiotem kolejnych doświadczeń była analiza wzorców wyładowań 

komórkowych w PHa oraz współwystępującej lokalnie rytmicznej aktywności 

polowej (Bocian i wsp., 2016b; Kowalczyk i wsp., 2013b). W badaniach tych 

wykazano obecność trzech znanych wcześniej typów neuronów zależnych  

od lokalnego rytmu theta: komórek theta-on fazowych, theta-on tonicznych oraz 

komórek theta-off, zarówno in vivo u znieczulonych uretanem szczurów,  

jak i w modelu in vitro w odnerwionych preparatach PHa. Po raz pierwszy wykazano 

wtedy obecność neuronów theta-zależnych związanych z lokalnym rytmem theta 

generowanym w PHa. Co więcej, dowiedziono, iż charakterystyka wyładowań tych 

komórek pozwala na klasyfikowanie ich wedle wcześniej opisanych kryteriów dla 

komórek theta-zależnych (Colom i Bland, 1987). Najistotniejszą nowością była 

nieopisana wcześniej grupa neuronów PHa, które odznaczały się stałym wzorcem 

aktywności rytmicznej o stabilnej częstotliwości – tzw. komórki chronometryczne 

(ang. timing cells). Zgodnie z opinią autorów, neurony te tworzą ważny element 

wstępującego układu synchronizującego i prawdopodobnie biorą udział  

w przetwarzaniu impulsacji tonicznej docierającej z RPO na rytmiczne wzorce 

wyładowań przekazywane dalej z obszaru tylnego podwzgórza do układu 

septohipokampalnego (Bocian i wsp., 2016b; Kowalczyk i wsp., 2013b). Co ciekawe, 

w kolejnych badaniach wykazano, iż populacja neuronów związanych z lokalnym 

rytmem theta w PHa, podobnie jak ma to miejsce w przypadku takich komórek  

w HPC, charakteryzuje się specyficznym wzorcem rozwoju postnatalnego (Caban  

i wsp., 2018). Populacja rejestrowanych neuronów chronometrycznych oraz 

komórek theta-on systematycznie rosła od 8 aż do 24 dnia po porodzie,  

kiedy to uzyskiwała wartości specyficzne dla osobników dorosłych. 
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1.8.1. Niecholinergiczne podłoże rytmu theta w PHa  

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, rytm theta może być obserwowany  

w obszarze tylnego podwzgórza spontanicznie (in vivo) lub w wyniku zastosowania 

drażnienia cholinergicznego (in vivo, in vitro). Co ważne, amplituda tej aktywności 

w PHa jest kilkukrotnie niższa (ok. 7-8-krotnie) od amplitudy rytmu rejestrowanego 

w formacji hipokampa, a epizody aktywności theta w PHa są nieregularne i często 

zanikają. Wynika to najprawdopodobniej z nieregularnego rozmieszczenia 

neuronów oraz z braku laminarnej struktury obecnej w HPC (Konopacki i wsp., 

2006; Kowalczyk i wsp., 2014, 2009; Kowalczyk i Konopacki, 2002). W jądrze 

nadsuteczkowatym i jądrach tylnego podwzgórza obserwuje się znacznie mniej 

neuronów zależnych od lokalnego rytmu theta, zatem w konsekwencji zmniejsza się 

szansa na rejestrację stabilnego wzorca aktywności EEG w PHa.  

Dane eksperymentalne wskazują na złożone tło stojące za genezą aktywności 

polowej w częstotliwości theta w PHa, szczególnie biorąc pod uwagę rolę tego 

obszaru nie tylko jako modulatora rytmu w HPC, ale też jako niezależnego 

generatora rytmu theta (Kowalczyk i wsp., 2014). Odkrycie zdolności obszaru 

tylnego podwzgórza do generowania lokalnych oscylacji theta pociągnęło za sobą 

szereg pytań dotyczących mechanizmów leżących u podłoża tej aktywności.  

Jak wspomniano wcześniej, cholinergiczna natura rytmu theta typu 2 w HPC była 

szeroko eksplorowana. Jednakże istnieją również dane potwierdzające 

współistnienie niecholinergicznego charakteru tego rodzaju aktywności w HPC. 

Przykładowo, podanie MK-801 (antagonisty receptora glutaminianergicznego 

NMDA; kwasu N-metylo-D-asparaginowego) zmniejszało zarówno częstotliwość, 

jak i moc hipokampalnego rytmu theta (Pitkänen i wsp., 1995). Inne badania 
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wykazały, że dohipokampalne iniekcje NMDA, u szczurów w narkozie uretanowej, 

powodowały generowanie dobrze zsynchronizowanego rytmu theta (Bland i wsp., 

2007). Wyniki te wydają się szczególnie interesujące w świetle dowiedzionego 

gęstego rozmieszczenia receptorów glutaminianergicznych w obszarze tylnego 

podwzgórza (Ma i Leung, 2007; Sergeeva i wsp., 2004). Wstępne doświadczenia 

prowadzone w Katedrze Neurobiologii Uniwersytetu Łódzkiego pokazały,  

iż pobudzenie glutaminianergiczne obszaru PHa może prowadzić do generowania 

lokalnego rytmu theta, zarówno w warunkach in vitro, jak i in vivo.  

W kontekście badań i wyników opisywanych w niniejszym opracowaniu, 

interesującym zagadnieniem jest również udział receptorów kortykosteroidowych 

w modulowaniu rytmu theta w obszarze tylnego podwzgórza. W jednym  

z wcześniejszych badań podjęto próbę blokowania synaps elektrycznych poprzez 

podanie karbenoksolonu (CBX) i wykazano, iż działanie to nie znosi 

cholinergicznego rytmu theta rejestrowanego w obszarze tylnego podwzgórza,  

ani w preparatach in vitro, ani u zwierząt anestetyzowanych (Bocian i wsp., 2016a). 

Przeciwnie, po podaniu CBX zaobserwowano wzrost amplitudy obserwowanego 

rytmu theta. Wywnioskowano, iż międzyneuronalne połączenia poprzez synapsy 

elektryczne nie mają udziału w generowaniu lokalnej aktywności theta w rejonie 

tylnego podwzgórza, jednak wciąż niejasne było zwiększanie się amplitudy rytmu 

theta obserwowanego w PHa po podaniu karbenoksolonu. Wcześniejsze badania 

wskazują na to, iż ten bloker synaps elektrycznych jest równocześnie agonistą 

receptorów mineralokortykosteroidowych (Jellinck i wsp., 1993). Zasugerowano 

więc, że rejestrowana modulacja tylnopodwzgórzowego rytmu związana była 

właśnie z tym drugim torem działania CBX. Z uwagi na to, w kolejnej fazie 
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doświadczeń w badaniach wykorzystano antagonistę receptorów 

mineralokortykosteroidowych – spironolakton (SPL). Perfuzja skrawków PHa 

roztworem SPL oraz iniekcje SPL do obszaru tylnego podwzgórza u szczurów 

poddanych narkozie uretanowej skutkowały hamowaniem wzrostu amplitudy 

rytmu theta wywołanym przez karbenoksolon. Wyniki te pozwoliły autorom 

wysunąć tezę, iż receptory mineralokortykosteroidowe prawdopodobnie biorą 

udział w modulowaniu lokalnej aktywności theta w obszarze tylnego podwzgórza 

(Bocian i wsp., 2016a). 
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Biorąc pod uwagę fakt, iż podłoże neuronalne oraz natura neurochemiczna 

aktywności oscylacyjnej theta rejestrowanej lokalnie w obszarze tylnego 

podwzgórza pozostają wciąż w dużej mierze niepoznane, głównymi celami 

niniejszej pracy było określenie udziału różnych typów receptorów 

glutaminianergicznych w powstawaniu rytmu w PHa, zbadanie aktywności 

neuronów powiązanych z rytmem wywołanym pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych i wreszcie określenie wpływu pobudzenia receptorów 

kortykosteroidowych na tego typu aktywność EEG generowaną w obszarze PHa. 

Cele szczegółowe niniejszej rozprawy doktorskiej: 

1. Określenie zdolności preparatów in vitro obszaru tylnego podwzgórza  

do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorów 

glutaminianergicznych. 

1.1. Wpływ perfuzji preparatów PHa roztworem kwasu kainowego  

na zdolność do generowania rytmu theta. 

1.2. Wpływ perfuzji preparatów PHa roztworem NMDA na zdolność  

do generowania rytmu theta. 

1.3. Wpływ perfuzji preparatów PHa roztworem AMPA na zdolność  

do generowania rytmu theta. 

2. Określenie charakterystyki wyładowań pojedynczych neuronów PHa 

związanych z lokalnym, glutaminianergicznym rytmem theta. 

2.1. Aktywność pojedynczych neuronów PHa wywołana perfuzją 

preparatów roztworem KA. 

2.2. Aktywność pojedynczych neuronów PHa wywołana perfuzją 

preparatów roztworem NMDA. 
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3. Określenie wpływu pobudzenia receptorów kortykosteroidowych na rytm 

theta wywołany pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych  

w preparatach PHa. 
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Doświadczenia, które opisano w niniejszej pracy, zostały przeprowadzone  

w zgodzie z obowiązującymi przepisami prawa dotyczącymi wykonywanych 

procedur i były kontrolowane przez Lokalną Komisję Etyczną ds. Doświadczeń  

na Zwierzętach (nr pozwolenia 52/ŁB25/2017). 

Badania przeprowadzono na 450 skrawkach mózgowych pobranych  

od 200 szczurów, samców szczepu Wistar (100-150 g), z hodowli prowadzonej 

przez Wydział Biologii i Ochrony Środowiska Uniwersytetu Łódzkiego. Warunki 

hodowlane utrzymywane były na stałym poziomie, zwierzęta miały ciągły dostęp 

do pożywienia oraz wody pitnej w wymuszonym cyklu dobowym  

(12h w warunkach sztucznego oświetlenia, 12h w ciemności). 

3.1. Procedury przedeksperymentalne 

3.1.1. Przygotowanie sztucznego płynu mózgowo-rdzeniowego 

Pierwszą procedurą związaną z eksperymentami in vitro było przygotowanie 

sztucznego płynu mózgowo-rdzeniowego (ang. artificial cerebrospinal fluid; ACSF). 

Był on zawsze świeżo przygotowywany przed każdym eksperymentem na bazie 

wody dejonizowanej (EasyPure RF, USA). Właściwy skład ACSF został opracowany 

w celu zapewnienia odpowiedniego środowiska dla preparatów mózgowych i jest 

to: 121 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.25 mM KH2PO4, 1.3 mM MgSO4, 26 mM 

NaHCO3 oraz 10 mM glukozy (Sigma Chemical Co., USA). Dzięki ciągłej perfuzji 

sztucznego płynu mózgowo-rdzeniowego karbogenem (mieszaniną gazów  

o składzie 95% O2 + 5% CO2), możliwe było utrzymywanie odpowiedniego odczynu 

pH (ok. 7,4) i poziomu natlenowania. 
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3.1.2. Przygotowanie odczynników chemicznych w celu wywołania, 

modulacji lub blokowania aktywności rytmicznej w skrawkach 

mózgowych 

Przed każdym doświadczeniem przygotowywane były odpowiednie związki 

chemiczne stosowane później w celu wywoływania, modulowania lub blokowania 

aktywności rytmicznej theta rejestrowanej ze skrawków PHa. Konkretne związki 

rozpuszczano w ACSF, a następnie perfundowano nimi skrawki w komorze 

inkubacyjno-rejestracyjnej podczas eksperymentu (tempo przepływu ACSF przez 

komorę to ok. 1,5 ml na minutę). Lista odczynników wykorzystywanych przy 

badaniach do tej pracy doktorskiej opisana jest wraz ze stężeniami w tabeli poniżej 

(Tabela 1). 

Tabela 1 Wykaz związków farmaceutycznych wykorzystywanych podczas eksperymentów wraz z ich działaniem 
oraz stężeniami. 

L.p.  Nazwa odczynnika Działanie  Stężenie 

1. Kwas kainowy (KA) 

Selektywny agonista 
jonotropowych receptorów 
glutaminianergicznych oraz 
częściowy agonista receptorów 
AMPA 

2 μM 

2. 
Kwas N-metylo-D-
asparaginowy (NMDA) 

Agonista receptorów 
glutaminianergicznych typu 
NMDA 

100 μM 

3. 

Kwas α-amino-3-
hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowy 
(AMPA) 

Agonista receptorów 
glutaminianergicznych typu 
AMPA 

100 μM 

4. 
6,7-
dinitrochinosalino-
2,3-dion (DNQX) 

Antagonista receptorów 
glutaminianergicznych nie-
NMDA  

50 μM 
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5. 
Kwas 2-Amino-5-
fosfonopentanowy  
(D-AP5) 

Selektywny antagonista 
receptorów 
glutaminianergicznych typu 
NMDA 

100 μM 

6. Kortykosteron (CORT) 
Agonista receptorów 
kortykosteroidowych 

2 μM 

7. Spironolakton (SPL) 
Antagonista receptorów 
mineralokortykosteroidowych 

2 μM 

Dawki poszczególnych leków zostały wypracowane w przeprowadzonych 

wcześniej badaniach wstępnych. 

3.2. Przygotowanie preparatów obszaru tylnego podwzgórza 

Zwierzęta poddawano anestezji wziewnej przy użyciu izofluranu (Aerrane, Baxter, 

Polska), aż do zatrzymania akcji oddechowej. Następnie szczury dekapitowano  

i wypreparowywano mózg, który umieszczany był w natlenowanym (95% O2 + 5% 

CO2) i schłodzonym (3 – 5OC) sztucznym płynie mózgowo-rdzeniowym. Z mózgu 

preparowano skrawki PHa poprzez odcięcie bocznych części obu półkul oraz górnej 

części mózgu. Pozostały bloczek tkanki krojono na skrawki o grubości ok. 500 µm  

w płaszczyźnie czołowej, przy użyciu gilotyny tkankowej (Stoelting, Wood Dale, 

USA; Ryc. 5).  
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Ryc. 5. Procedura przygotowania preparatów PHa, szczegóły w tekście. 

W ciągu 6-7 minut z każdego mózgu pozyskiwane były 2 lub 3 skrawki zawierające 

obszar tylnego podwzgórza, a dokładniej: tylko jądro nadsuteczkowate, zarówno 

jądro nadsuteczkowate, jak i jądra tylnego podwzgórza lub tylko jądra tylnego 

podwzgórza. Skrawki PHa były następnie preinkubowane w natlenowywanym 

ACSF w temperaturze około 20OC przez co najmniej godzinę, w celu regeneracji 

tkanki. Po tym czasie, skrawki były przenoszone do komory rejestracyjnej typu  

„gas-liquid interface”, w której znajdowały się na powierzchni nylonowej siatki, 

będąc jednocześnie perfundowanymi natlenowanym i ogrzanym (do około 35OC) 

płynem mózgowo-rdzeniowym (przepływ ACSF przez komorę w tempie około  

1,5 ml na minutę). Taka inkubacja trwała 30 minut, a następnie miała miejsce 

właściwa część eksperymentalna, w której rejestrowano aktywność EEG  

w preparatach PHa. 
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3.3. Rejestracja aktywności EEG w preparatach PHa 

W warunkach in vitro, aktywność EEG preparatów PHa rejestrowana była przy 

użyciu szklanej elektrody rejestrującej (3 – 5 MΩ) wypełnionej 2.0 M roztworem 

chlorku sodu. Pomiar oporności uzyskiwany był dzięki miernikowi Omega-Tip-Z 

(World Precision Instruments; USA). Elektrody zostały wytworzone z kapilar 

szklanych typu Kwik-Fill o długości 10 cm i wewnętrznej średnicy 0,84 mm (World 

Precision Instruments, USA) przy użyciu pionowej wyciągarki elektrod (Narishige 

PE-2; Scientific Instruments Lab; Japonia). Elektroda rejestrująca była odpowiednio 

pozycjonowana w preparatach PHa na głębokości co najmniej 50 μM przy pomocy 

mikromanipulatora jednoosiowego (IVM-1000, Scientifica, Wielka Brytania). 

Pierwsze ok. 10 minut rejestrowanego sygnału służyło zawsze jako zapis kontrolny 

(CTRL). Następnie skrawki perfundowano związkami farmaceutycznymi 

rozpuszczonymi w sztucznym płynie mózgowo-rdzeniowym.  

3.3.1. Wzmacnianie, filtrowanie i cyfryzacja sygnału EEG 

Sygnał z pojedynczej elektrody rozdzielany był na dwie ścieżki za pomocą złącz 

wysokoopornościowych (Grass HI Z Probe; Grass-Astromed, USA; Ryc. 6),  

a następnie każda z nich była poddawana odmiennemu filtrowaniu i wzmocnieniu. 

Dzięki temu, można było rejestrować zarówno LFP, jak i aktywność pojedynczych 

neuronów jednocześnie, z tego samego miejsca preparatu. 
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Ryc. 6 Procedura rejestrowania aktywności EEG w PHa, szczegóły w tekście. 

W celu rejestracji aktywności polowej (ang. field potentials) sygnał bioelektryczny 

był wzmacniany (wzmocnienie 1000-krotne, model p-511, Grass-Astromed, USA) 

oraz filtrowany (filtr dolnoprzepustowy 1 Hz, filtr górnoprzepustowy 0,3 kHz).  

Z kolei w celu rejestracji aktywności pojedynczych neuronów (ang. unit potentials) 

sygnał bioelektryczny był wzmacniany 2000-krotnie oraz filtrowany (filtr 

dolnoprzepustowy 3 Hz, filtr górnoprzepustowy 300 kHz). Następnie, wzmocnione 

i przefiltrowane sygnały były cyfryzowane (częstotliwość próbkowania: 100 Hz dla 

potencjałów polowych i 4,17 kHz dla potencjałów czynnościowych pojedynczych 

neuronów) z wykorzystaniem przetwornika analogowo-cyfrowego Power 1401 

(Cambridge Electronic Design, UK). Dane zapisywano na dysku twardym komputera 

w celu późniejszej analizy off-line (Spike 2.7, Cambridge Electronic Design, UK). 

Układ podtrzymujący żywotność skrawków oraz aparatura rejestracyjna 

znajdowały się na stole antywibracyjnym (Standa Opto-Mechanical Products, Litwa) 

i w klatce Faradaya, która minimalizowała szum elektromagnetyczny, dzięki czemu 
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artefakty ograniczone były do minimum. W celu ograniczenia zakłóceń 

elektromagnetycznych, wzmacniacze i filtry umieszczone były poza klatką 

Faradaya, a każde z urządzeń było uziemione. 

3.4. Protokoły doświadczalne 

Aby osiągnąć cele wyznaczone w niniejszej rozprawie doktorskiej, opracowano trzy 

protokoły doświadczalne. Miały one za zadanie dostarczyć wyniki pozwalające 

poznać i scharakteryzować udział receptorów glutaminianergicznych oraz 

kortykosteroidowych w generowaniu rytmu theta w obszarze tylnego podwzgórza, 

a każdy z nich korespondował z kolejnym celem obranym w niniejszej pracy 

doktorskiej. 
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Protokół I: Określenie zdolności 
preparatów in vitro obszaru 

tylnego podwzgórza do 
generowania lokalnego rytmu 

theta po pobudzeniu receptorów 
glutaminianergicznych.

Wpływ perfuzji preparatów PHa roztworem 
kwasu kainowego na zdolność do 

generowania rytmu theta.

Wpływ perfuzji preparatów PHa roztworem 
NMDA na zdolność do generowania rytmu 

theta.

Wpływ perfuzji preparatów PHa roztworem 
AMPA na zdolność do generowania rytmu 

theta.

Protokół II: Określenie 
charakterystyki wyładowań 

pojedynczych neuronów PHa 
związanych z lokalnym, 
glutaminianergicznym 

rytmem theta.

Aktywność pojedynczych neuronów PHa
wywołana perfuzją preparatów roztworem 

KA.

Aktywność pojedynczych neuronów PHa
wywołana perfuzją preparatów roztworem 

NMDA.

Protokół III: Określenie wpływu 
pobudzenia receptorów 

kortykosteroidowych na rytm 
theta wywołany pobudzeniem 

receptorów glutaminianergicznych 
w preparatach PHa.
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3.4.1. Protokół I: wpływ pobudzenia receptorów glutaminianergicznych  

w obszarze tylnego podwzgórza na zdolność do generowania rytmu 

theta 

Pierwszą fazą badań było określenie wpływu pobudzenia różnego typu receptorów 

glutaminianergicznych na zdolności preparatów PHa in vitro do generowania 

lokalnego rytmu theta po takiej aktywacji. Doświadczenia przeprowadzono  

w 3 grupach eksperymentalnych: 

Grupa 1  

Do tego cyklu doświadczalnego wykorzystano 45 skrawków PHa pochodzących  

od 20 szczurów. Skrawki perfundowano roztworem KA (do realizacji celu 1.1)  

w stężeniu 2 μM. W przypadku preparatów pobranych od 5 szczurów, po podaniu 

KA i zarejestrowaniu rytmu theta, skrawki perfundowano roztworem KA (stężenie 

2 μM) i DNQX (stężenie 50 μM) w celu określenia, czy rejestrowana aktywność 

oscylacyjna związana była z pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych typu 

kainowego. 

Grupa 2  

Do tego cyklu doświadczalnego wykorzystano 50 skrawków PHa pochodzących  

od 20 szczurów. Skrawki perfundowano roztworem NMDA (do realizacji celu 1.2) 

w stężeniu 100 μM. W przypadku preparatów pobranych od 5 szczurów, po podaniu 

NMDA i zarejestrowaniu rytmu theta, skrawki perfundowano roztworem NMDA 

(stężenie 100 μM) i D-AP5 (stężenie 100 μM) w celu określenia, czy rejestrowana 

aktywność oscylacyjna związana była z pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych typu NMDA. 
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Grupa 3  

Do tego cyklu doświadczalnego wykorzystano 40 skrawków PHa pochodzących  

od 20 szczurów. Skrawki perfundowano roztworem AMPA (do realizacji celu 1.3) 

w stężeniu 100 μM. Jako że w tym cyklu eksperymentalnym nie zarejestrowano 

rytmu po AMPA, nie przeprowadzono blokowania rytmu. 

3.4.2. Protokół II: lokalny, glutaminianergiczny rytm theta w PHa  

a aktywność pojedynczych neuronów i ich charakterystyka 

W celu określenia charakterystyki aktywności neuronów PHa związanych  

z lokalnym, glutaminianergicznym rytmem theta, preparaty perfundowano 

roztworem kwasu kainowego (realizacja celu 2.1) albo roztworem NMDA 

(realizacja celu 2.2).  

W tym cyklu doświadczeń wykorzystano technikę rejestracji zewnątrzkomórkowej 

aktywności pojedynczych neuronów obszaru tylnego podwzgórza oraz 

towarzyszącej im aktywności polowej. We wszystkich eksperymentach rejestracji 

dokonywano z PH oraz SuM. Wzorce wyładowań komórkowych następnie 

analizowano i kategoryzowano do jednej z trzech grup: 

1. neurony związane z rytmem theta, 

2. neurony niezależne od rytmu theta (ang. non-related; NR), 

3. neurony chronometryczne. 

Podziału neuronów PHa na typy dokonywano w oparciu o powiązanie ich wzorców 

aktywności z jednoczesnym, lokalnym rytmem theta (lub jego brakiem) zgodnie  

z szeroko akceptowaną klasyfikacją komórek związanych z rytmem theta 
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opracowaną przez Coloma i Blanda (1987). Neurony klasyfikowano jako neurony 

związane z rytmem theta, jeśli generowały potencjały czynnościowe podczas 

rejestrowanego równocześnie rytmu w PHa. Neurony wyładowujące w sposób 

losowy, zarówno podczas epizodów rytmu, jak i w czasie interwałów 

nierytmicznych, klasyfikowano jako neurony niezależne od rytmu theta (NR).  

Z kolei do grupy neuronów chronometrycznych klasyfikowano te komórki PHa, 

które generowały potencjały czynnościowe ze stałą częstotliwością i których 

rytmiczny wzorzec aktywności nie zmieniał się przez co najmniej kilka minut oraz 

nie był on powiązany z jednoczesnymi epizodami rytmu theta. Doświadczenia 

przeprowadzono w 2 grupach eksperymentalnych: 

Grupa 1 

Do tego cyklu doświadczalnego wykorzystano 95 skrawków PHa pochodzących  

od 40 szczurów. Skrawki perfundowano roztworem kwasu kainowego (do realizacji 

celu 2.1) w stężeniu 2 μM.  

Grupa 2 

Do tego cyklu doświadczalnego wykorzystano 135 skrawków PHa pochodzących  

od 60 szczurów. Skrawki perfundowano roztworem NMDA (do realizacji celu 2.2) 

w stężeniu 100 μM.  
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3.4.3. Protokół III: wpływ pobudzenia receptorów kortykosteroidowych 

na lokalny, glutaminianergiczny rytm theta w obszarze tylnego 

podwzgórza 

Trzeci protokół dotyczył analizy wpływu pobudzenia receptorów 

kortykosteroidowych na rytm theta wywołany pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych w preparatach PHa. Do tego cyklu doświadczalnego 

wykorzystano 40 skrawków PHa pochodzących od 20 szczurów. Skrawki 

perfundowano roztworem KA (do realizacji celu 3) w stężeniu 2 μM. W przypadku 

zarejestrowania powtarzalnych epizodów rytmu theta, skrawki perfundowano 

roztworem KA (stężenie 2 μM) i CORT (stężenie 2 μM) w celu modulowania 

wywołanego rytmu. W preparatach pobranych z 5 szczurów, w celu określenia,  

czy efekt obserwowany po podaniu kortykosteronu związany był z aktywacją 

receptorów mineralokorytkosteroidowych, podawano spironolakton (stężenie  

2 μM). 

3.5. Analiza parametrów rejestrowanego rytmu theta 

Badanie charakterystyki i parametrów rytmu theta rejestrowanego ze skrawków 

PHa prowadzono w oparciu o ilościową analizę podstawowych wskaźników 

określających oscylacje, a mianowicie: amplitudy (AMPL), częstotliwości (FQ)  

i mocy dominującego pasma częstotliwości (PWR) epizodów. Amplitudę zapisu 

badano automatycznie przy użyciu oprogramowania Spike 2.7. Istotnymi 

parametrami służącymi do dalszej analizy były częstotliwość oraz moc 

dominującego pasma częstotliwości oscylacji, obliczane przez oprogramowanie 

komputerowe Spike 2.7 przy użyciu algorytmu transformaty Fouriera (ang. Fast 
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Fourier Transform; FFT). Częstotliwość, amplituda oraz moc mierzone były  

na 2-sekundowych fragmentach zapisu rytmu.  

Poziom rytmiczności wyładowań każdego z neuronów związanych z rytmem theta 

oraz neuronów chronometrycznych oceniany był na podstawie analizy 

autokorelacji. Podział komórek na neurony związane i niezwiązane z rytmem theta 

zależał od wzorców wyładowań przejawianych podczas epizodów theta oraz LIA. 

Neurony wyładowujące w sposób nieregularny przez cały czas kategoryzowane 

były jako neurony niezwiązane z rytmem. Z kolei powiązanie wzorców wyładowań  

ze współwystępującymi epizodami rytmu theta badane było za pomocą analizy 

korelacji krzyżowej. Jeśli w histogramie autokorelacji lub korelacji krzyżowej 

obserwowane były regularne, powtarzające się szczyty, oznaczało to wysoki poziom 

korelacji badanych zapisów; z kolei jeśli histogram był wypłaszczony, to takiej 

korelacji nie zaobserwowano. Obie te analizy prowadzone były przy użyciu 

oprogramowania Spike 2.7.  

Wartości trzech mierzonych parametrów rejestrowanego rytmu theta (amplitudy, 

częstotliwości i mocy dominującego pasma częstotliwości) analizowano ilościowo, 

a uzyskane dane liczbowe poddawano analizie statystycznej (Statistica 13; TIBCO 

Sotftware, USA), podczas której obliczano średnie statystyczne (�̅�), błędy 

standardowe (SE), a dodatkowo, w celu porównania wartości parametrów rytmu 

theta rejestrowanego w skrawkach PHa, przeprowadzono analizę wariancji  

(test Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya).  



56 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. WYNIKI 

  



57 
 

Przeprowadzono trzy cykle doświadczalne mające na celu scharakteryzowanie 

udziału receptorów glutaminianergicznych i kortykosteroidowych w generowaniu 

rytmu theta w obszarze tylnego podwzgórza w warunkach in vitro.  

W tabeli 2 zapisano liczbę zwierząt i preparatów PHa wykorzystanych  

do przeprowadzenia badań, liczbę pobranych preparatów oraz liczbę udanych 

doświadczeń (czyli doświadczeń w których zarejestrowano aktywność oscylacyjną 

theta (dla celu 1.1, 1.2, 1.3 i 3) lub aktywność theta i towarzyszącą jej aktywność 

pojedynczych neuronów PHa (dla celu 1.2 i 2.2)).  

Tabela 2 Liczba udanych doświadczeń przeprowadzonych w ramach realizacji celów niniejszej pracy doktorskiej. 

Związek 
chemiczny 

Rodzaj 
eksperymentu 

Liczba 
szczurów 

Liczba 
preparatów 

Udane 
doświadczenia 

KA 

Wywoływanie 
rytmu (cel 1.1) 

20 (w tym  
5 DNQX) 

45 39 

Analiza 
aktywności 

komórkowej 
(cel 2.1) 

40 95 28 

NMDA 

Wywoływanie 
rytmu (cel 1.2) 

20 (w tym  
5 D-AP5) 

50 17 

Analiza 
aktywności 

komórkowej 
(cel 2.2) 

60 135 36 

AMPA 
Wywoływanie 
rytmu (cel 1.3) 

20 40 0 

KA+CORT 
Modulacja rytmu 

(cel 3) 
20 (w tym  

5 SPL) 
40 34 
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Skrawków wykorzystanych do badań NMDA było zauważalnie więcej niż  

w przypadku KA. Było to spowodowane znacznie niższym prawdopodobieństwem 

wywołania rytmu, co widać przy porównaniu udanych doświadczeń. 

4.1. Określenie zdolności preparatów obszaru tylnego podwzgórza 

do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu 

receptorów glutaminianergicznych  

W pierwszym cyklu eksperymentalnym analizowano zdolność skrawków obszaru 

tylnego podwzgórza do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu 

receptorów glutaminianergicznych. Celem pierwszej serii doświadczalnej (cel 1.1.) 

było określenie wpływu pobudzenia receptorów glutaminianergicznych poprzez 

perfuzję preparatów PHa roztworem kwasu kainowego na generowanie lokalnego 

rytmu theta, celem drugiej serii (cel 1.2.) było określenie wpływu pobudzenia 

receptorów glutaminianergicznych poprzez perfuzję preparatów PHa roztworem 

NMDA, a celem trzeciej (cel 1.3.) było określenie wpływu pobudzenia receptorów 

glutaminianergicznych poprzez perfuzję preparatów PHa roztworem AMPA.  

4.1.1. Wpływ pobudzenia receptorów glutaminianergicznych poprzez 

perfuzję roztworem kwasu kainowego 

W pierwszej serii pierwszego cyklu eksperymentalnego skrawki PHa perfundowano 

2 μM roztworem kwasu kainowego. Wykazano, że aktywacja receptorów 

glutaminianergicznych poprzez perfuzję skrawków PHa roztworem KA prowadzi  

do generowania dobrze zsynchronizowanych epizodów rytmu theta,  

które pojawiały się natychmiast po tym, jak roztwór docierał do komory 

inkubacyjnej (Ryc. 7, panel górny i środkowy). Rytm zarejestrowano w 39 z 45 
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przebadanych preparatów (87% udanych doświadczeń). Oscylacje obecne były 

przez co najmniej 30 minut rejestracji, w epizodach trwających przeciętnie od 

3 do 6 sekund. Najdłuższe i najczęściej pojawiające się epizody obserwowano przez 

pierwsze 15-20 minut doświadczenia. Tak jak wspomniano wcześniej, ilościowej 

analizie poddawano trzy parametry rytmu theta: amplitudę, częstotliwość oraz moc 

dominującego pasma częstotliwości (Tabela 3). Średnia częstotliwość (±SE) rytmu 

theta wywołanego perfuzją preparatów PHa roztworem KA wynosiła 5.46 (±0.07) 

Hz, średnia amplituda to 179.50 (±9.32) μV, a średnia moc dominującego pasma 

częstotliwości to 290.51 (±25.72) μV2. 

Tabela 3 Parametry rytmu theta zarejestrowanego z obszaru tylnego podwzgórza w wyniku podawania 2 μM 
KA oraz w wyniku podawania 100 μM NMDA. Tabela przedstawia średnie wartości częstotliwości, amplitud 
i mocy dominującego pasma częstotliwości. 

 KA NMDA 

  FQ [Hz] 
AMPL 
[μV] 

PWR 
[μV2] 

FQ 
[Hz] 

AMPL 
[μV] 

PWR 
[μV2] 

Średnia (�̅�) 5,46 179,50 290,51 5,20 193,00 470,76 

Błąd 
standardowy 
(SE) 

0,07 9,32 25,72 0,06 5,81 24,04 

Prawdopodo-
bieństwo 
wywołania 
rytmu 

87% 34% 

W pięciu doświadczeniach, po zarejestrowaniu stabilnych, powtarzalnych epizodów 

rytmu, w celu określenia, czy wywołany został przez pobudzenie receptorów 

glutaminianergicznych typu KA, podawano roztwór 2 μM KA + 50 μM DNQX  

(6,7-dinitrochinosalino-2,3-dionu), który jest kompetencyjnym antagonistą 

receptorów KA. We wszystkich pięciu eksperymentach, rytm theta w PHa został 
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zniesiony w wyniku perfuzji preparatów roztworem zawierającym DNQX (Ryc. 7, 

dolny panel).  

 

Ryc. 7 Zapisy aktywności polowej rejestrowanej w preparatach obszaru tylnego podwzgórza. Górny panel – 
kontrola (CTRL); środkowy panel – zapis EEG po podaniu 2 μM kwasu kainowego; dolny panel – zapis μEEG  
po podaniu 2 μM KA + 50 μM DNQX. Po prawej stronie znajdują się histogramy mocy dominującego pasma 
częstotliwości uzyskane w oparciu o analizę FFT. Zielone pole zaznaczone w zapisie oznacza fragment aktywności 
EEG poddanej analizie FFT. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 
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4.1.2. Wpływ pobudzenia receptorów glutaminianergicznych poprzez 

perfuzję roztworem NMDA 

W drugiej serii pierwszego cyklu badawczego skrawki PHa perfundowano 100 μM 

roztworem NMDA. Dowiedziono, że aktywacja receptorów glutaminianergicznych 

poprzez perfuzję preparatów PHa roztworem NMDA prowadzi do generowania 

silnie zsynchronizowanych epizodów rytmu theta, które pojawiały się również 

zaraz po tym, gdy roztwór docierał do skrawków (Ryc. 8, panel górny i środkowy). 

Rytm zarejestrowano w 17 z 50 preparatów (34% udanych doświadczeń). Oscylacje 

obecne były przez minimum 30 minut rejestracji w epizodach trwających średnio 

od 3 do 6 sekund. Epizody o największej długości i pojawiające się najczęściej 

rejestrowano przez pierwsze 15-20 minut doświadczenia. Również i w tym 

przypadku, ilościowej analizie poddawano trzy parametry rytmu theta: amplitudę, 

częstotliwość oraz moc dominującego pasma częstotliwości (Tabela 3). Średnia 

częstotliwość (±SE) rytmu theta wywołanego perfuzją preparatów PHa roztworem 

NMDA wynosiła 5.20 (±0.06) Hz, średnia amplituda to 193.00 (±5.81) μV, a średnia 

moc dominującego pasma częstotliwości to 470.76 (±24.04) μV2. 

Prawdopodobieństwo zarejestrowania rytmu theta w preparatach 

perfundowanych roztworem NMDA było znacząco niższe w porównaniu do perfuzji 

kwasem kainowym (34% vs. 87% udanych doświadczeń). 

W pięciu badaniach, po zarejestrowaniu stabilnych, powtarzalnych epizodów 

rytmu, w celu określenia, czy wywołany on został przez pobudzenie receptorów 

glutaminianergicznych typu NMDA, podawano roztwór 100 μM NMDA + 100 μM  

D-AP5, który jest kompetencyjnym antagonistą receptorów NMDA. We wszystkich 
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pięciu eksperymentach, rytm theta w PHa został zniesiony w wyniku perfuzji 

preparatów roztworem zawierającym D-AP5 (Ryc. 8, panel dolny).  

 

Ryc. 8 Zapisy aktywności polowej rejestrowanej w preparatach obszaru tylnego podwzgórza. Górny panel – 
kontrola (CTRL); środkowy panel – zapis EEG po podaniu 100 μM NMDA; dolny panel – zapis μEEG po podaniu 100 
μM NMDA + 100 μM D-AP5. Po prawej stronie znajdują się histogramy mocy dominującego pasma częstotliwości 
uzyskane w oparciu o analizę FFT. Zielone pole zaznaczone w zapisie oznacza fragment aktywności EEG poddanej 
analizie FFT. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 
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4.1.3. Wpływ pobudzenia receptorów glutaminianergicznych poprzez 

perfuzję roztworem AMPA 

W trzeciej serii pierwszego cyklu doświadczalnego skrawki PHa perfundowano  

100 μM roztworem AMPA. W żadnym z preparatów nie zarejestrowano rytmu theta  

w wyniku zastosowanej procedury. Dowiedziono, że aktywacja receptorów 

glutaminianergicznych poprzez perfuzję skrawków PHa roztworem AMPA nie 

prowadzi do generowania rytmu theta (Ryc. 9).  

 

Ryc. 9 Zapisy aktywności polowej rejestrowanej w preparatach obszaru tylnego podwzgórza. Górny panel – 
kontrola (CTRL); dolny panel – zapis EEG po podaniu 100 μM AMPA. Po prawej stronie znajdują histogramy mocy 
dominującego pasma częstotliwości uzyskane w oparciu o analizę FFT. Zielone pole zaznaczone w zapisie oznacza 
fragment aktywności EEG poddanej analizie FFT. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 

4.1.4. Porównanie parametrów rytmu theta wywołanego pobudzeniem 

receptorów glutaminianergicznych poprzez perfuzję kwasem 

kainowym i NMDA 

W celu podsumowania wpływu glutaminianergicznego pobudzenia różnego typu 

receptorów, porównano wartości podstawowych parametrów rytmu theta 

rejestrowanego pomiędzy grupami doświadczalnymi, w których zastosowano 

perfuzję kwasem kainowym vs. NMDA. Przeprowadzona analiza pozwoliła wykazać, 
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że średnia częstotliwość rytmu theta wywołanego perfuzją roztworem NMDA była 

istotnie niższa (5,20±0,06 Hz, test U Manna-Whitneya, z=3.10, p<0.01)  

w porównaniu do częstotliwości rytmu wywołanego perfuzją roztworem KA 

(5,46±0,07 Hz). Natomiast podczas perfuzji roztworem NMDA zarówno amplituda 

(193,00±5,81 μV, test U Manna-Whitneya, z=-2.39, p<0.05), jak i moc dominującego 

pasma częstotliwości (470,76±24,04 μV2, test U Manna-Whitneya, z=-5.56, 

p<0.001) były istotnie wyższe w porównaniu do amplitudy (179,50±9,32 μV)  

i mocy (290,51±25,72 μV2) podczas perfuzji roztworem KA (Ryc. 10). Należy jednak 

zwrócić uwagę na fakt, iż prawdopodobieństwo wywołania rytmu po perfuzji 

preparatów PHa roztworem zawierającym KA było ponad dwukrotnie wyższe  

niż po NMDA (87% vs. 34%). 

 

Ryc. 10 Porównanie wartości średnich (±SE) częstotliwości (panel lewy), amplitudy (panel środkowy) i mocy 
dominującego pasma częstotliwości (panel prawy) rytmu rejestrowanego po perfuzji roztworem KA oraz po 
perfuzji preparatów roztworem NMDA (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; test U Manna-Whitneya). Szczegóły  
w tekście. 
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4.2. Określenie charakterystyki wyładowań pojedynczych 

neuronów PHa związanych z lokalnym, glutaminianergicznym 

rytmem theta 

W drugim cyklu badawczym analizowano charakterystykę i wzorce wyładowań 

neuronalnych w skrawkach obszaru tylnego podwzgórza po aktywacji receptorów 

glutaminianergicznych. Celem pierwszej serii doświadczalnej cyklu drugiego (cel 

2.1.) było zbadanie aktywności pojedynczych neuronów wywołanej pobudzeniem 

receptorów glutaminianergicznych poprzez perfuzję preparatów PHa roztworem 

KA, a celem drugiej serii (2.2.) było zbadanie aktywności pojedynczych neuronów 

wywołanej pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych poprzez perfuzję 

preparatów PHa roztworem NMDA. W tabeli 4 podana została liczba oraz 

klasyfikacja neuronów zarejestrowanych w obu seriach doświadczalnych po 

pobudzeniu receptorów glutaminianergicznych w preparatach obszaru tylnego 

podwzgórza.  

Tabela 4 Liczba i klasyfikacja neuronów zarejestrowanych po perfuzji preparatów PHa roztworami KA i NMDA.  

Klasyfikacja komórek KA (2 μM) NMDA (100 μM) 

Neurony NR 17 26 

Neurony chronometryczne 8 10 

Neurony theta-on fazowe 3  – 

Łącznie 28 36 

Liczba preparatów 40 60 
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4.2.1. Aktywność neuronów wywołana pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych KA 

W pierwszej serii drugiego cyklu badawczego zastosowano perfuzję skrawków PHa 

2 μM roztworem KA i rejestrowano aktywność pojedynczych neuronów. Trzy 

neurony sklasyfikowano jako neurony theta-on fazowe, podczas gdy aktywność 

pozostałych 25 neuronów scharakteryzowano jako niezależne od rytmu theta 

rejestrowanego równocześnie w PHa, a 8 z nich skategoryzowano jako neurony 

chronometryczne. Zarejestrowano łącznie 28 neuronów w doświadczeniach 

prowadzonych na 40 preparatach, co daje skuteczność na poziomie 70%.  

Nie zaobserwowano różnic w prawdopodobieństwie zarejestrowania aktywnych 

neuronów między SuM a PH.  
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4.2.1.1. Aktywność neuronów wywołana pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych KA – neurony chronometryczne  

Spośród 28 zarejestrowanych neuronów, osiem (28.57%) zaklasyfikowano  

do grupy neuronów chronometrycznych. Typowy wzorzec wyładowań takich 

neuronów pokazano na rycinie Ryc. 11. Histogram autokorelacji pokazuje bardzo 

silną rytmiczność wyładowań tej komórki. Każda z komórek chronometrycznych 

wyładowywała niezależnie od obecności lokalnego rytmu theta w zapisie polowym 

w obszarze tylnego podwzgórza. Aktywność takich neuronów pozostawała 

niezmienna przez dłuższe okresy (10-20 min.). 

 

Ryc. 11 Zapis potencjału polowego i aktywności pojedynczej komórki chronometrycznej zarejestrowanych  
w preparacie PHa po perfuzji roztworem KA (2 μM). Histogram autokorelacji (AC) pokazuje wysoki poziom 
rytmiczności wyładowań neuronu. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 
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4.2.1.2. Aktywność neuronów wywołana pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych KA – neurony niezależne od rytmu theta  

Siedemnaście spośród 28 zarejestrowanych neuronów (60.71%) skategoryzowano 

jako neurony niezależne od rytmu theta (NR). Neurony te wyładowywały w sposób 

nieregularny i niepowiązany ze współistniejącą aktywnością polową. Przykładowa 

charakterystyka wyładowań takich neuronów pokazana jest na rycinie 12. 

Histogram autokorelacji pokazuje brak rytmiczności wyładowań tej komórki.  

Z kolei histogram korelacji krzyżowej ilustruje brak powiązania wyładowań 

neuronu NR z aktywnością polową w PHa.  

 

Ryc. 12 Zapis potencjału polowego i aktywności pojedynczej komórki niezwiązanej z rytmem theta 
zarejestrowanych w preparacie PHa po perfuzji roztworem KA (2 μM). Histogram korelacji wzajemnej (CC) 
pokazuje brak powiązania aktywności komórkowej z potencjałem polowym, a histogram autokorelacji (AC) 
pokazuje niski poziom rytmiczności wyładowań neuronu. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 
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4.2.1.3. Aktywność neuronów theta-zależnych wywołana pobudzeniem 

receptorów glutaminianergicznych KA – neurony theta-on fazowe  

Trzy spośród 28 zarejestrowanych neuronów (10.71%) przyporządkowano  

do grupy neuronów theta-on fazowych. Przykładowy wzorzec wyładowań takich 

komórek pokazany jest na rycinie 13. Neuron ten wyładowuje rytmicznie wraz  

z pojawieniem się oscylacji theta, a przestaje wyładowywać, gdy rytm theta 

przestaje być obserwowany. Histogram autokorelacji (AC) pokazuje wysoką 

rytmiczność tych wyładowań, a histogram korelacji krzyżowej (CC) wskazuje na 

jasną zależność pomiędzy pojedynczymi wyładowaniami a fazą jednocześnie 

występującego rytmu theta. 

 

Ryc. 13 Zapis potencjału polowego i aktywności pojedynczej komórki związanej z rytmem theta (neuron theta-on) 
zarejestrowanych w preparacie PHa po perfuzji roztworem KA (2 μM). Histogram korelacji wzajemnej (CC) 
pokazuje wysokie powiązanie aktywności komórkowej z potencjałem polowym, a histogram autokorelacji (AC) 
pokazuje wysoki poziom rytmiczności wyładowań neuronu.  
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4.2.2. Aktywność neuronów wywołana pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych NMDA  

W drugiej serii drugiego cyklu badawczego związanego z analizą aktywności 

pojedynczych neuronów zastosowano perfuzję skrawków PHa 100 μM roztworem 

NMDA, a następnie rejestrowano aktywność pojedynczych neuronów  

i towarzyszącą im aktywność polową w skrawkach tylnego podwzgórza.  

Nie zarejestrowano aktywności neuronów zależnych od rytmu theta - aktywność 

wszystkich 36 neuronów scharakteryzowano jako niezależne od jednoczesnego 

rytmu theta w PHa, a 10 z nich skategoryzowano jako neurony chronometryczne. 

Nie zaobserwowano różnic w prawdopodobieństwie zarejestrowania aktywnych 

neuronów między SuM a PH. Jednak, w porównaniu z neuronami zarejestrowanymi 

po perfuzji skrawków PHa roztworem KA, prawdopodobieństwo rejestracji 

neuronów po NMDA było niższe, gdyż zarejestrowano 36 neuronów  

w eksperymentach prowadzonych na 60 skrawkach. Daje to skuteczność  

na poziomie 60%. 
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4.2.2.1. Aktywność neuronów wywołana pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych NMDA – neurony chronometryczne  

Spośród 36 zarejestrowanych neuronów 10 (27.78%) zaklasyfikowano do grupy 

neuronów chronometrycznych. Typowy wzorzec wyładowań takich neuronów 

pokazano na rycinie 14. Histogram autokorelacji (AC) pokazuje bardzo silną 

rytmiczność wyładowań tego neuronu. Każda z komórek chronometrycznych 

wyładowywała niezależnie od obecności lokalnego rytmu theta na potencjale 

polowym w PHa. Aktywność takich neuronów pozostawała niezmienna przez 

dłuższy czas (10-20 min.). 

 

Ryc. 14 Zapis potencjału polowego i aktywności pojedynczej komórki chronometrycznej zarejestrowanych  
w preparacie PHa po perfuzji roztworem NMDA (100 μM). Histogram autokorelacji (AC) pokazuje wysoki poziom 
rytmiczności wyładowań neuronu. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 
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4.2.2.2. Aktywność neuronów wywołana pobudzeniem receptorów 

glutaminianergicznych NMDA – neurony niezależne od rytmu theta 

Spośród 36 zarejestrowanych neuronów 26 (72.22%) skategoryzowano jako 

neurony niezależne od rytmu theta (NR). Przykładowy wzorzec wyładowań takich 

neuronów pokazany jest na rycinie 15. Histogram autokorelacji (AC) ilustruje brak 

rytmiczności wyładowań tej komórki. Z kolei histogram korelacji krzyżowej (CC) 

pokazuje brak powiązania wyładowań neuronu NR z aktywnością polową w PHa.  

 

Ryc. 15 Zapis potencjału polowego i aktywności pojedynczej komórki niezwiązanej z rytmem theta 
zarejestrowanych w preparacie PHa po perfuzji roztworem NMDA (100 μM). Histogram korelacji wzajemnej (CC) 
pokazuje brak powiązania aktywności komórkowej z potencjałem polowym, a histogram autokorelacji (AC) 
pokazuje niski poziom rytmiczności wyładowań neuronu. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 
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4.3. Określenie wpływu pobudzenia receptorów 

kortykosteroidowych na rytm theta wywołany pobudzeniem 

receptorów glutaminianergicznych w preparatach PHa 

W trzecim cyklu badawczym analizowano wpływ aktywacji receptorów 

kortykosteroidowych na lokalny, glutaminianergiczny rytm theta obecny  

w skrawkach obszaru tylnego podwzgórza. Zastosowano kwas kainowy  

na podstawie pierwszego cyklu doświadczalnego, z którego wyniknęło,  

iż prawdopodobieństwo rytmu po perfuzji skrawków PHa roztworem KA jest 

znacznie wyższe niż po NMDA. W tym celu, początkowo zastosowano perfuzję 

preparatów PHa 2 μM roztworem KA, a po zarejestrowaniu dobrze 

zsynchronizowanych epizodów rytmu theta, skrawki perfundowano roztworem  

2 μM kwasu kainowego + 2 μM kortykosteronu (Ryc. 16). Zaobserwowano wyraźne 

wzmocnienie parametrów rejestrowanego w skrawkach PHa rytmu theta.  

Na podstawie wcześniejszych badań (Bocian i wsp., 2016a), podejrzewano,  

iż w efekt modulujący mogą być zaangażowane receptory 

mineralokortykosteroidowe, stąd sprawdzono, czy efekt wywierany przez 

kortykosteron związany był z pobudzeniem właśnie receptorów 

mineralokortykosteroidowych. W pięciu badaniach, gdy wywoływany rytm theta 

był powtarzalny, a modulacja związana z podaniem kortykosteronu widoczna, 

podawano roztwór 2 μM KA + 2 μM CORT + 2 μM SPL (który jest antagonistą 

receptorów MR). We wszystkich pięciu eksperymentach perfuzja preparatów 

roztworem zawierającym spironolakton powodowała inhibicję pobudzającego 

działania kortykosteronu i powrót parametrów rejestrowanego rytmu do wartości 

zbliżonych do tych, które obserwowane były po podaniu jedynie kwasu kainowego. 
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Ryc. 16 Zapisy aktywności polowej w preparatach obszaru tylnego podwzgórza. Górny panel – zapis rytmu theta 
po podaniu KA (2 μM); środkowy panel – zapis rytmu theta po podaniu KA (2 μM) + CORT (2 μM); dolny panel – 
zapis rytmu theta po podaniu KA (2 μM) + CORT (2 μM) + SPL (2 μM). Po prawej stronie znajdują się histogramy 
mocy dominującego pasma częstotliwości uzyskane w oparciu o analizę FFT. Zielone pole oznacza aktywność EEG 
poddaną analizie FFT. Kalibracja osi: 1 s, 100 μV. 

Tak jak w poprzednim cyklu, ilościowej analizie poddawano trzy parametry rytmu 

theta rejestrowane podczas doświadczeń: amplitudę, częstotliwość oraz moc 

dominującego pasma częstotliwości (wyniki przedstawiono w tabeli 5). Średnia 

częstotliwość (±SE) obserwowanego rytmu theta wywołanego perfuzją preparatów 

roztworem KA w tym cyklu badawczym to 5.44 (±0.07) Hz, średnia amplituda  

to 142.72 (±5.45) μV, a średnia moc dominującego pasma częstotliwości to 224.62 

(±18.71) μV2. Z kolei średnia częstotliwość (±SE) obserwowanego rytmu theta 

wywołanego perfuzją preparatów roztworem KA + CORT w tym cyklu badawczym 

to 5.47 (±0.08) Hz, średnia amplituda to 206.00 (±10.41) μV, a średnia moc 

dominującego pasma częstotliwości to 580.20 (±63.96) μV2. Natomiast średnia 

częstotliwość (±SE) obserwowanego rytmu theta wywołanego perfuzją preparatów 

roztworem KA + CORT + SPL w tym cyklu badawczym to 5.45 (±0.19) Hz, średnia 
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amplituda to 128.57 (±9.13) μV, a średnia moc dominującego pasma częstotliwości 

to 195.00 (±19.80) μV2.  

Tabela 5 Porównanie podstawowych parametrów (amplitudy (AMPL), częstotliwości (FQ) i mocy częstotliwości 
dominującej (PWR)) rytmu theta zarejestrowanego z obszaru tylnego podwzgórza w wyniku perfuzji skrawków 
roztworem kwasu kainowego, mieszaniną roztworów KA + CORT oraz mieszaniną roztworów KA + CORT + SPL. 

Średnia ± błąd standardowy (𝒙 ± 𝑺𝑬) 

  FQ [Hz] AMPL [μV] PWR [μV2] 

KA (2 μM) 5,44±0,07 142,72±5,45 224,62±18,71 

KA (2μM) + CORT 
(2μM) 

5,47±0,08 206,00±10,41 580,20±63,96 

KA (2μM) + CORT 
(2μM) + SPL (2μM) 

5,45±0,19 128,57±9,13 195,00±19,80 

W celu podsumowania wpływu kortykosteroidowej modulacji 

glutaminianergicznego rytmu w PHa, porównano wartości podstawowych 

parametrów rytmu theta rejestrowanego pomiędzy grupami doświadczalnymi,  

w których zastosowano perfuzję kwasem kainowym vs. perfuzję roztworem  

KA + CORT (Ryc. 17). Przeprowadzona analiza pozwoliła wykazać, że wartości 

średnie zarówno amplitudy (206,00±10,41 μV, test U Manna-Whitneya, z=-5.05, 

p<0.001), jak i mocy dominującego pasma częstotliwości (580,20±63,96 μV2, test  

U Manna-Whitneya, z=-5.73, p<0.001) były istotnie wyższe w eksperymentach,  

w których podawano mieszaninę kwasu kainowego i kortykosteronu,  

w porównaniu do amplitudy (142,72±5,45 μV) i mocy (224,62±18,71 μV2) 

eksperymentów rejestrowanych po perfuzji preparatów jedynie roztworem kwasu 

kainowego. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic między 
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częstotliwością epizodów badaną w obydwu grupach. W kolejnej analizie, 

porównano wartości parametrów statystycznych pomiędzy grupami 

eksperymentalnymi, w których zastosowano perfuzję mieszaniną KA + CORT  

vs. perfuzję mieszaniną KA + CORT + SPL (Ryc. 17). Wykazano, że zarówno 

amplituda (128,57±9,13 μV, test U Manna-Whitneya, z=4.22, p<0.001), jak i moc 

dominującego pasma częstotliwości (195,00±19,80 μV2, test U Manna-Whitneya, 

z=4.39, p<0.001) są istotnie niższe w eksperymentach, w których podawano 

mieszaninę KA + CORT + SPL. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic 

między częstotliwością epizodów badaną w obydwu grupach. 

W celu sprawdzenia, czy blokowanie receptorów MR znosi pobudzający efekt 

kortykosteronu, wywierany na glutaminianergiczny rytm theta w PHa, porównano 

wartości parametrów statystycznych pomiędzy grupami doświadczalnymi po KA  

vs. po KA + CORT + SPL (Ryc. 17). Nie zaobserwowano żadnych istotnych 

statystycznie różnic pomiędzy obiema grupami w zakresie średnich wartości 

częstotliwości, amplitudy oraz mocy rejestrowanego rytmu theta. 

 

Ryc. 17 Porównanie wartości średnich (±SE) częstotliwości (panel lewy), amplitudy (panel środkowy) i mocy 
dominującego pasma częstotliwości (panel prawy) rytmu theta rejestrowanego po perfuzji preparatów roztworem 
KA, po perfuzji mieszaniną KA + CORT oraz po perfuzji roztworem KA + CORT + SPL (***p<0,001; test U Manna-
Whitneya). Szczegóły w tekście. 
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5. DYSKUSJA 
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W niniejszej rozprawie doktorskiej zrealizowano 3 główne cele, dzięki czemu 

scharakteryzowano udział wybranych receptorów glutaminianergicznych  

i kortykosteroidowych w generowaniu oraz modulowaniu rytmu theta w obszarze 

tylnego podwzgórza w modelu in vitro.  

Pierwszym celem było określenie zdolności skrawków obszaru tylnego 

podwzgórza do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorów 

glutaminianergicznych. Wykazano, iż pobudzenie tych receptorów poprzez perfuzję 

preparatów PHa roztworem kwasu kainowego oraz roztworem NMDA może 

wywoływać rytm theta zarówno w jądrze nadsuteczkowatym, jak i w jądrach 

tylnego podwzgórza. Natomiast skrawki PHa perfundowane roztworem AMPA  

nie wykazywały zdolności do rytmogenezy.  

Drugim celem było zbadanie charakterystyki wyładowań pojedynczych neuronów 

PHa oraz ich związku z lokalnym rytmem theta wywołanym aktywacją receptorów 

glutaminianergicznych. Spośród wszystkich zarejestrowanych komórek, 

przeważającą część (zarówno przy zastosowaniu roztworu KA, jak i NMDA) 

stanowiły neurony niezależne od współwystępującego w PHa rytmu theta. Kolejną, 

liczną grupą komórek były neurony chronometryczne – wzorzec ich wyładowań nie 

jest związany z lokalnym rytmem, lecz na podstawie wcześniejszych badań (Bocian 

i wsp., 2016b) można przypuszczać, iż są one zaangażowane w genezę rytmu w HPC. 

Najmniejszą grupę stanowiły natomiast neurony zależne od rytmu theta – trzy takie 

komórki zarejestrowano jedynie po aktywacji kainowej. Zaklasyfikowano je jako 

neurony theta-on fazowe, zgodnie z wcześniejszymi klasyfikacjami komórek theta-

zależnych (Bocian i wsp., 2016b; Colom i Bland, 1987).  
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Trzecim celem było określenie wpływu pobudzenia receptorów 

kortykosteroidowych na lokalny rytm theta o podłożu glutaminianergicznym 

obecny w preparatach in vitro obszaru tylnego podwzgórza. Dowiedziono, iż rytm 

ten jest modulowany przez kortykosteron w taki sposób, iż zarówno moc,  

jak i amplituda epizodów zwiększają się. Wyniki uzyskane w niniejszym 

opracowaniu pozwalają wysunąć tezę, iż pobudzenie receptorów 

mineralokortykosteroidowych moduluje lokalny, glutaminianergiczny rytm theta  

w PHa, istotnie zwiększając jego amplitudę i moc dominującego pasma 

częstotliwości. 

5.1. Glutaminianergiczne podłoże rytmu theta w obszarze tylnego 

podwzgórza 

Jak wspomniano we wstępie, dzięki szerokim badaniom elektrofizjologicznym,  

w formacji hipokampa wyróżniono dwa odmienne typy rytmu theta pod względem 

ich charakterystyki neurochemicznej i powiązań behawioralnych. Rytm theta typu 

1 (7-12 Hz) występuje podczas aktywności ruchowej zwierzęcia i ma podłoże 

niecholinergiczne (przypuszczalnie przede wszystkim serotoninergiczne; 

Gutiérrez-Guzmán i wsp., 2017; Vanderwolf i Baker, 1986). Ten typ rytmu 

rejestrowany jest u zwierząt swobodnie poruszających się, a ekspozycja na związki 

anestetyczne prowadzi do jego hamowania (Vanderwolf, 1969). Rytm theta typu 2 

(4-7 Hz) powiązany jest ze stanem bezruchu zwierzęcia. Ma on charakter 

cholinergiczny – podanie agonistów receptorów cholinergicznych (acetylocholiny, 

karbacholu) skutkuje pojawieniem się rytmu, a podanie antagonistów (siarczan 

atropiny) prowadzi do jego blokowania (Bland, 1986). Co więcej, generowanie 

rytmu theta typu 2 niezależne jest od ekspozycji zwierzęcia na anestetyki,  
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dzięki czemu można go rejestrować w eksperymentach z ich użyciem (Bland, 1986; 

Gołebiewski i wsp., 1996; Kowalczyk i wsp., 2013a; Leung, 1998; Vanderwolf, 1969). 

Warto dodać, iż już w 1988 roku postulowano, iż rytm theta w zakresie 

częstotliwości typu 2 może być generowany w formacji hipokampa również  

po zastosowaniu pobudzenia o charakterze niecholinergicznym. Wykazano,  

że blokowanie receptora NMDA poprzez dokomorowe podanie kwasu  

2-aminofosfonowalerianowego (ang. 2-aminophosphonovaleric acid) osłabia rytm 

theta w HPC u swobodnie poruszających się szczurów (Leung i Desborough, 1988). 

Podczas doświadczeń innej grupy badawczej, podanie d-cykloseryny (częściowego 

agonisty receptora NMDA) zwiększało moc rytmu theta rejestrowanego w zakręcie 

zębatym formacji hipokampa, a podanie MK-801, antagonisty receptora NMDA, 

zmniejszało moc i częstotliwość hipokampalnego rytmu (Pitkänen i wsp., 1995). 

Kolejne eksperymenty pozwoliły udowodnić, iż podawanie NMDA bezpośrednio  

do formacji hipokampa (zarówno in vitro, jak i u szczurów anestetyzowanych 

uretanem) skutkowały generowaniem dobrze zsynchronizowanych epizodów 

rytmu theta (Bland i wsp., 2007; Bonansco i Buño, 2003; Kazmierska i Konopacki, 

2013). Co ważne, rytm wywołany w ten sposób znoszony były przez 

dohipokampalne iniekcje D-AP5, lecz nie miało na niego wpływu podanie siarczanu 

atropiny (Bland i wsp., 2007). W dalszych badaniach wykazano również,  

że aktywacja kolejnego typu receptorów glutaminianergicznych (kainowych) może 

prowadzić do generowania/modulacji rytmu theta w obecnego HPC. Podanie 

antagonisty receptora KA2 do formacji hipokampa u swobodnie poruszających się 

szczurów modulowało hipokampalny rytm, prowadząc do znacznego obniżenia 

częstotliwości rejestrowanej aktywności oscylacyjnej (Huxter i wsp., 2007). 

Przedstawione powyżej wyniki wyraźnie wskazują na to, że rytm theta w obrębie 
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formacji hipokampa może być generowany w wyniku pobudzenia układu 

glutaminianergicznego. Warto jednak zwrócić uwagę na fakt, iż wpływ aktywacji 

receptorów glutaminianergicznych na zdolność obszaru tylnego podwzgórza  

do generowania rytmu theta nie był dotąd przedmiotem analiz eksperymentalnych.  

Wśród receptorów glutaminianergicznych można wyróżnić receptory 

metabotropowe oraz, między innymi, trzy typy receptorów jonotropowych 

bramkowanych ligandem (KA, NMDA i AMPA), których aktywacja zawsze prowadzi 

do pobudzającej odpowiedzi postsynaptycznej (Frerking i Ohliger-Frerking, 2002; 

Purves i wsp., 2001). Co istotne, badania na modelu in vitro potwierdziły 

występowanie licznych receptorów glutaminianergicznych sporadycznie 

rozmieszczonych w szczurzym podwzgórzu, w tym ok. 1/3 to receptory NMDA,  

ok. 1/3 to receptory nie-NMDA (KA/AMPA), a ok. 1/3 to receptory metabotropowe 

(Meeker i wsp., 1994). Doświadczenia prowadzone za pomocą techniki hybrydyzacji 

kwasów nukleinowych oraz hybrydyzacji „northern” wykazały, iż więcej 

podjednostek receptorów glutaminianergicznych znajduje się w HPC w porównaniu 

do podwzgórza, ale niektóre z nich (np. GluR5, podjednostka receptora KA) ulegają 

większej ekspresji w podwzgórzu (van den Pol i wsp., 1994). W innych 

eksperymentach udowodniono, iż w obszarze tylnego podwzgórza, a dokładniej  

w jądrze nadsuteczkowatym, znajdują się wszystkie oznaczane podjednostki 

receptorów KA, NMDA i AMPA, jednakże w największej liczbie i gęstości typ KA2 

(Eyigor i wsp., 2001).  

Podłoże cholinergiczne rytmu theta generowanego lokalnie w obszarze tylnego 

podwzgórza zostało eksperymentalnie potwierdzone (Bocian i wsp., 2016b; Caban 

i wsp., 2018; Kowalczyk i wsp., 2014). Badania prowadzone zarówno na modelu 
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znieczulonych uretanem szczurów, jak i w odnerwionych preparatach PHa in vitro 

wykazały, iż sieci neuronalne PHa po pobudzeniu karbacholem zdolne były  

do generowania rytmu theta niezależnego od hipokampalnej aktywności theta, 

który hamowany był przez podanie siarczanu atropiny (Kowalczyk i wsp., 2014).  

W późniejszych doświadczeniach analizowano też wzorce aktywności pojedynczych 

komórek obszaru tylnego podwzgórza po aktywacji cholinergicznej i udowodniono 

obecność kilku typów neuronów, których aktywność była skorelowana  

z generowanym lokalnie rytmem theta w tej strukturze: komórek theta-on, theta-

off, komórek bramkujących oraz komórek chronometrycznych (Bocian i wsp., 

2016b).  

Przedstawione powyżej dane wskazują, iż aktywacja układu cholinergicznego  

w obrębie PHa prowadzi do powstawania rytmu theta oraz towarzyszącej mu 

aktywności neuronalnej. Nie ma jednak żadnych danych literaturowych, 

wskazujących na udział w tych procesach układu glutaminianergicznego. 

Przekaźnictwo glutaminianergiczne zaangażowane jest w większość 

homeostatycznych i autonomicznych funkcji podwzgórzowych takich jak: 

metabolizm (Royo i wsp., 2022), odpowiedź stresowa organizmu (Bartanusz i wsp., 

1995; Kuzmiski i wsp., 2010), regulacja ciśnienia krwi (Busnardo i wsp., 2012; Royo 

i wsp., 2022), czy generowanie rytmów okołodobowych (Meijer i wsp., 1993; Michel 

i wsp., 2002; Mizoro i wsp., 2010). Ze względu na udział aktywacji receptorów 

glutaminianergicznych w tak istotnych funkcjach realizowanych na poziomie 

podwzgórza, ich udowodnioną obecność w tylnym obszarze tej struktury oraz brak 

danych literaturowych w zakresie potencjalnego glutaminianergicznego tła 
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lokalnego rytmu w PHa, rozpoczęto badania, których wyniki opisane zostały  

w obecnej rozprawie doktorskiej.  

W opisywanych doświadczeniach, po raz pierwszy eksperymentalnie wykazano,  

że perfuzja odnerwionych preparatów PHa roztworami KA lub NMDA skutkuje 

generowaniem epizodów dobrze zsynchronizowanego rytmu theta zarówno  

w jądrze nadsuteczkowatym, jak i w jądrach tylnego podwzgórza. Co ciekawe, 

pobudzenie receptorów AMPA nie powoduje genezy oscylacji. W kontekście 

podstawowych parametrów rejestrowanych w PHa aktywności, rytm obserwowany 

po podaniu roztworu NMDA charakteryzował się istotnie wyższą amplitudą oraz 

mocą w porównaniu do rytmu wywołanego perfuzją preparatów roztworem KA, 

należy jednak zwrócić uwagę na fakt, iż prawdopodobieństwo wywołania lokalnego 

rytmu theta w PHa było ponad dwukrotnie wyższe w przypadku perfuzji skrawków 

roztworem kwasu kainowego. Ta ogromna różnica (34% vs. 87%) wynikała 

prawdopodobnie z tego, iż w obszarze tylnego podwzgórza u szczurów to właśnie 

receptory KA stanowią najliczniejszą populację receptorów glutaminianergicznych 

(Eyigor i wsp., 2001). Wyniki omawianych doświadczeń dotyczących obecności 

neuronów związanych z lokalnym rytmem theta (komórek theta-on fazowych) 

aktywowanych poprzez pobudzenie receptorów KA i NMDA pozwalają dodatkowo 

wyjaśnić obserwowaną różnicę. Wyniki te zostaną omówione w kolejnych 

podrozdziałach pracy. Nie jest jednak znany mechanizm wyjaśniający wyższe 

parametry rytmu obserwowanego po perfuzji skrawków PHa roztworem NMDA, 

mimo znacznie niższego prawdopodobieństwa wywołania aktywności oscylacyjnej.  

Kolejną istotną obserwacją poczynioną podczas obecnych badań był fakt, iż perfuzja 

preparatów PHa roztworem AMPA jest całkowicie nieefektywna w wywoływaniu 



84 
 

lokalnych oscylacji w paśmie theta. Jak wspominano wcześniej, receptory te są 

obecne w neuronach obszaru tylnego podwzgórza (Eyigor i wsp., 2001), jednak ich 

pobudzenie w omawianych doświadczeniach nie powodowało widocznych zmian  

w rejestrowanym zapisie EEG. Co ciekawe, badania związane z wywoływaniem 

aktywności oscylacyjnej w wyniku zastosowania stymulacji glutaminianergicznej  

w formacji hipokampa przyniosły podobne wyniki (Bonansco i wsp., 2002). Podanie 

roztworu NMDA do odnerwionych preparatów hipokampalnych skutkowało 

generowaniem rytmicznych oscylacji w paśmie theta, jednak zastosowanie AMPA, 

podobnie jak w obecnych badaniach prowadzonych na skrawkach PHa, było 

całkowicie nieskuteczne w generowaniu rytmu (Bonansco i wsp., 2002). Może to 

wskazywać na bardziej ogólny brak zaangażowania tego typu receptorów 

glutaminianergicznych w genezę zjawisk oscylacyjnych rejestrowanych w sieciach 

neuronalnych OUN.  

Obecne badania pokazują, iż lokalna aktywność oscylacyjna w paśmie theta  

o podłożu glutaminianergicznym (niezależnie od tego, czy po aktywacji kainowej, 

czy NMDA) w PHa ma niewielką amplitudę w porównaniu do amplitudy rytmu theta 

obserwowanego w HPC, której wartości mogą sięgać kilku tysięcy μV (Bland, 1986; 

Kowalczyk i wsp., 2013a). Najprawdopodobniej nie wynika to z odmiennego 

podłoża neurochemicznego rytmu rejestrowanego w obecnych badaniach,  

gdyż tylnopodwzgórzowy rytm theta wywołany pobudzeniem cholinergicznym 

charakteryzował się porównywalnie niskimi parametrami amplitudy oraz mocy 

dominującego pasma częstotliwości (Kowalczyk i wsp., 2014). Jednym z wyjaśnień 

może być to, iż obszar tylnego podwzgórza, w przeciwieństwie do formacji 

hipokampa, nie ma budowy warstwowej. Struktura laminarna, tak jak w przypadku 
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HPC, gdzie występują warstwy blisko leżących obok siebie neuronów, sprzyja 

synchronizacji aktywności tych neuronów, a w następstwie, generowaniu wzorców 

o charakterze oscylacyjnym o stosunkowo wysokiej amplitudzie (O’Keefe, 2007). 

Kolejnym faktem, który prawdopodobnie przyczynia się do takiego efektu jest to,  

iż w HPC znajduje się więcej komórek theta-on fazowych, w porównaniu do obszaru 

tylnego podwzgórza (Bocian i wsp., 2016b). Neurony zaangażowane w generowanie 

rytmu theta w PHa są rozmieszczone w tej strukturze w sposób znacznie mniej 

uporządkowany niż ma to miejsce w formacji hipokampa, przez co trudniejsza jest 

synchronizacja aktywności tych komórek, a jeśli już do niej dochodzi,  

to rejestrowane sygnały polowe mają mniejszą amplitudę, gdyż w ich powstawanie 

zaangażowana jest mniejsza liczba neuronów. Zdaniem autorki obydwie 

interpretacje równolegle mogą wyjaśniać i przyczyniać się do demonstrowanej 

charakterystyki rytmu w obszarze tylnego podwzgórza. 

Warto zauważyć, iż we wcześniejszych badaniach prowadzonych na szczurach 

swobodnie poruszających się dowiedziono, iż podanie glutaminianu do obszaru 

tylnego podwzgórza może wpływać zarówno na długość, jak i przebieg czasowy 

indukowanych napadów padaczkowych (Arzhang i wsp., 2017). Co ciekawe, istnieją 

badania wskazujące, iż aktywność oscylacyjna w paśmie theta, wywołana 

pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych, może wpływać hamująco  

na generowanie aktywności epileptycznej w HPC (Arabadzisz i wsp., 2005; 

Chauvière i wsp., 2009; Colom i wsp., 2006; Dugladze i wsp., 2007; Shuman i wsp., 

2017). Zdolność do generowania rytmu theta w HPC została określona jako jeden  

z czynników zapobiegających epileptogenezie i ogólnej aktywności napadowej 

(Nanobashvili i wsp., 2020). W obecnych badaniach wykazano, iż obszar tylnego 
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podwzgórza, ściśle połączony z formacją hipokampa i wpływający na jej 

rytmogenezę, jest zdolny do generowania aktywności rytmicznej theta o podłożu 

glutaminianergicznym. Biorąc pod uwagę przedstawione powyżej dane, można 

rozważać prawdopodobne przeciwnapadowe funkcje jąder zlokalizowanych  

w tylnym podwzgórzu, jednak wymaga to dalszych badań. 

5.2. Aktywność pojedynczych neuronów PHa związanych  

z lokalnym, glutaminianergicznym rytmem theta 

Generowanie rytmu theta w strukturach OUN jest nierozerwalnie związane  

z obecnością neuronów theta-zależnych (Bland i Colom, 1993). Szczególnie istotną 

w tym kontekście grupą są neurony theta-on fazowe, charakteryzujące się 

spontanicznymi wahaniami potencjału błonowego (ang. membrane potential 

oscillations; MPOs), które wydają się być konieczne do pojawienia się rytmu theta 

w danej strukturze układu nerwowego. Bland i wsp. postulowali, iż amplituda rytmu 

theta generowanego lokalnie jest ściśle zależna właśnie od liczby komórek theta-on 

fazowych generujących wahania potencjału błonowego w danym czasie (Bland  

i wsp., 2002). Jak dowodzą wcześniejsze badania, neurony theta-zależne 

zlokalizowane są w strukturach wszystkich pięter wstępującego układu 

synchronizującego (Bland i wsp., 1999; Colom i wsp., 1988; Dickson i wsp., 1994; 

Hanada i wsp., 1999; Konopacki i wsp., 2006), włączając w to obszar tylnego 

podwzgórza (Bland i wsp., 1995; Kirk i wsp., 1996; Kocsis i Vertes, 1997, 1994). 

Należy pamiętać, iż kluczowym wspólnym elementem wymienionych badań była 

korelacja wzorców wyładowań tych komórek z rytmem theta rejestrowanym 

równocześnie w formacji hipokampa. Neurony związane z hipokampalnym rytmem 

theta, zlokalizowane na niższych piętrach wstępującego układu synchronizującego 
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mogą pełnić różne funkcje: aktywność komórek theta-on fazowych powiązano  

z generowaniem rytmu w HPC, aktywność komórek theta-off z przejściem  

z okresów oscylacji do desynchronizacji, z kolei aktywność komórek bramkujących 

została powiązana z „włączaniem” i „wyłączaniem” epizodów rytmu theta.  

Co istotne, w ciągu ostatnich kilku lat doświadczalnie udowodniono, iż obszar 

tylnego podwzgórza jest nie tylko modulatorem hipokampalnego rytmu theta,  

ale też niezależnym generatorem lokalnego rytmu w tym paśmie częstotliwości 

(Bocian i wsp., 2016b; Kowalczyk i wsp., 2014).  

Po raz pierwszy badanie aktywności pojedynczych neuronów PHa powiązanych  

z rytmem theta o podłożu cholinergicznym w obszarze tylnego podwzgórza zostało 

przeprowadzone na początku XXI w. W badaniach tych wykazano, iż u szczurów 

anestetyzowanych uretanem, spośród wszystkich neuronów obecnych w PHa, 

najwięcej było komórek tonicznych theta-on i theta-off. Zarejestrowano też 

pojedyncze komórki chronometryczne oraz neurony bramkujące (Bocian i wsp., 

2016b). W tej samej pracy opisane zostały również dane uzyskane w preparatach 

PHa in vitro. W odnerwionych preparatach tylnego podwzgórza przeważającą grupę 

aktywowanych cholinergicznie neuronów stanowiły neurony chronometryczne,  

a drugim najliczniejszym rodzajem były komórki theta-on fazowe (26,5% 

wszystkich zaobserwowanych komórek). Zarejestrowano też kilka neuronów 

tonicznych theta-on i theta-off, ale stanowiły one zdecydowanie najmniej 

powszechną klasę. Warto też dodać, że oprócz neuronów theta-zależnych oraz 

neuronów chronometrycznych, zarejestrowano też aktywność komórek 

niezwiązanych z lokalnym rytmem theta w PHa i w badaniach in vivo stanowiły one 

ok. 67%, a w badaniach in vitro ok. 35% całej populacji (Bocian i wsp., 2016b).  
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W badaniach prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

dowiedziono, że rytm theta może być generowany w PHa nie tylko w wyniku 

aktywacji cholinergicznej, ale również po pobudzeniu receptorów 

glutaminianergicznych (perfuzja preparatów roztworem KA lub NMDA). W związku 

z powyższym, powstało pytanie, czy podobnie jak w przypadku 

tylnopodwzgórzowego rytmu theta o podłożu cholinergicznym, aktywności 

rytmicznej wywołanej w PHa pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych 

towarzyszą również wyładowania specyficznej grupy neuronów powiązanych  

z lokalnym rytmem theta. 

Wyniki zaprezentowane w niniejszym opracowaniu pokazują, że główną podgrupą 

zarejestrowanych komórek są neurony niezwiązane z lokalnym rytmem theta. 

W 95 preparatach perfundowanych roztworem kwasu kainowego zarejestrowano 

28 neuronów, w tym 17 neuronów niezależnych od rytmu theta, a w 135 

preparatach perfundowanych roztworem NMDA zarejestrowano 36 neuronów,  

w tym 26 neuronów NR. Neurony niezależne od rytmu theta stanowiły odpowiednio 

60% ogólnej liczby w preparatach perfundowanych KA i 72% w preparatach 

perfundowanych NMDA. Najprawdopodobniej komórki te nie są częścią 

neuronalnych obwodów PHa zaangażowanych w genezę lokalnego rytmu theta,  

ale mogą uczestniczyć w innych funkcjach sprawowanych przez obszar tylnego 

podwzgórza jako element wstępującego układu synchronizującego. Jądra 

wchodzące w skład obszaru tylnego podwzgórza wysyłają projekcje nie tylko 

bezpośrednio do HPC, ale też np. do wzgórza, obszaru przyśrodkowej przegrody,  

czy kory śródwęchowej, czyli do struktur, które jednocześnie unerwiają formację 

hipokampa (Kocsis i Vertes, 1994; Vertes, 1992; Vertes i wsp., 1995). Zatem 
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możliwym wytłumaczeniem funkcji, przynajmniej części komórek 

zaklasyfikowanych w obecnych badaniach jako „niezwiązane z rytmem”, może być 

przekazywanie impulsacji do ww. struktur i, być może, pośrednie modulowanie 

hipokampalnego rytmu theta poprzez aktywację wyższych pięter wstępującego 

układu synchronizującego.  

Kolejną liczną grupą komórek zarejestrowanych w obecnych badaniach  

po aktywacji glutaminianergicznej preparatów PHa były neurony 

chronometryczne. Komórki te charakteryzowały się bardzo regularnym, stałym  

w czasie wzorcem wyładowań o niezmiennej częstotliwości od 3 do 6 Hz.  

W doświadczeniach z perfuzją skrawków roztworem kwasu kainowego stanowiły 

one 28,6%, a w eksperymentach z NMDA 27,8%, co stanowi bardzo zbliżony 

odsetek. Funkcja tych neuronów nie jest w pełni jasna, jednak na podstawie badań 

nad rytmogenezą theta w HPC oraz rolą obszaru tylnego podwzgórza  

w generowaniu hipokampalnego rymu theta (Bland i Oddie, 1998; Bocian i wsp., 

2016b; Caban i wsp., 2018; Kowalczyk i wsp., 2014; Pignatelli i wsp., 2012; 

Szymańska i Kowalczyk, 2021) można przypuszczać, iż w obrębie jąder obszaru 

tylnego podwzgórza obecne są dwie podgrupy neuronów, których aktywność 

powiązana jest z rytmem generowanym lokalnie na różnych piętrach wstępującego 

układu synchronizującego. Pierwsza pula neuronów obszaru tylnego podwzgórza 

może być zaangażowana w powstawanie i modulowanie hipokampalnych oscylacji 

theta, a kolejna populacja komórek może być powiązana z genezą lokalnego rytmu 

theta. Pierwsza grupa, do której prawdopodobnie należą neurony 

chronometryczne, jest częścią wstępującego układu synchronizującego aktywność 

formacji hipokampa i ich potencjalną funkcją może być przekształcanie tonicznej 
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impulsacji biegnącej z najniższych pięter układu na rytmiczny wzorzec wyładowań 

sprzyjający rytmogenezie theta w formacji hipokampa (Bocian i wsp., 2016b).  

W opisanych doświadczeniach rolę tonicznego pobudzenia oddziałującego  

na odnerwione preparaty PHa pełniła perfuzja skrawków roztworami agonistów 

receptorów glutaminianergicznych. Tę tezę wydają się popierać wcześniejsze 

badania nad podobną populacją neuronów obecną w innej strukturze wstępującego 

systemu synchronizującego – w obszarze przyśrodkowej przegrody (Vinogradova  

i wsp., 1980). Komórki obecne w MS nazwano jednostkami rozruszniko-podobnymi 

(ang. pacemaker-like units) i odznaczały się równomiernym, rytmicznym wzorcem 

wyładowań, podobnym do wzorca aktywności neuronów chronometrycznych. 

Wszystkie komórki chronometryczne zarejestrowane w badaniach do niniejszej 

pracy doktorskiej również charakteryzowały się bardzo regularnym wzorcem 

wyładowań oraz jednoczesnym brakiem korelacji z lokalnym 

tylnopodwzgórzowym rytmem theta, czy nawet z jego obecnością. To pozwala 

postawić tezę, że neurony te mogą być powiązane z hipokampalnym rytmem theta, 

szczególnie, że częstotliwość ich wyładowań pokrywa się z częstotliwością 

hipokampalnego rytmu theta typu II (Bocian i wsp., 2016b; Kramis i wsp., 1975). 

Ponadto, w obecnych badaniach po raz pierwszy zarejestrowano aktywność 

neuronów chronometrycznych w PHa będącą wynikiem pobudzenia receptorów 

glutaminianergicznych, co może wskazywać na udział tego układu 

neuroprzekaźnikowego w genezie i modulacji rytmu theta nie tylko na poziomie 

HPC (Huxter i wsp., 2007), ale również na poziomie tylnego podwzgórza.  

Spośród wszystkich 64 neuronów zarejestrowanych w obszarze tylnego 

podwzgórza, których aktywność wywołana była perfuzją preparatów roztworem 
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kwasu kainowego, jedynie trzy komórki zaklasyfikowano jako neurony theta-on. 

Wszystkie trzy należały do grupy neuronów fazowych. Co ciekawe, w preparatach 

PHa perfundowanych roztworem NMDA nie zarejestrowano aktywności żadnego 

neuronu theta-on. Pełne wyjaśnienie tego faktu jest trudne, ale prawdopodobnie 

może być to związane z mniejszym zagęszczeniem receptorów NMDA w tylnym 

podwzgórzu w porównaniu do receptorów KA (Eyigor i wsp., 2001). Ponadto, brak 

neuronów theta-on może wyjaśniać, dlaczego w obecnych badaniach znacznie 

trudniej było zarejestrować lokalny rytm theta w tej strukturze po perfuzji 

skrawków PHa roztworem NMDA. 

Podczas doświadczeń prowadzonych do tej pracy nie zarejestrowano również 

aktywności żadnych neuronów theta-off. Podobnie w żadnej z wcześniejszych analiz 

aktywności neuronów związanych z rytmem theta prowadzonych w warunkach  

in vitro, niezależnie, czy dotyczyły HPC (Konopacki i wsp., 2006), czy PHa (Bocian  

i wsp., 2016b; Caban i wsp., 2018), nie zarejestrowano tego typu neuronów. Może  

to wskazywać na fakt, iż takie komórki znacznie łatwiej jest zaobserwować  

w nienaruszonym mózgowiu, natomiast ich aktywność jest najprawdopodobniej 

nieobecna w odnerwionych preparatach mózgowych. Co ciekawe,  

we wcześniejszych badaniach wykazano, iż w odnerwionych preparatach 

mózgowych in vitro obserwowany jest niższy poziom inhibicji, w porównaniu  

do badań prowadzonych na modelach doświadczalnych in vivo, co wynika  

ze zmniejszonej liczby aktywnych interneuronów hamujących (Colom i wsp., 1991; 

Klueva i wsp., 2008; Vutskits i wsp., 2006). Może wyjaśniać to, dlaczego podczas 

badań prowadzonych w ramach niniejszej pracy nie zarejestrowano neuronów 

theta-off, które towarzyszą zdesynchronizowanym epizodom LIA. 
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Podsumowując, badania przeprowadzone podczas realizacji drugiego celu 

niniejszej pracy potwierdziły, iż klasyfikacja neuronów zależnych od rytmu theta 

wprowadzona przez Coloma i Blanda (1987), a potem rozszerzana przez kolejne 

grupy badawcze (Bland i wsp., 1995; Bocian i wsp., 2016b; Konopacki i wsp., 2006) 

również ma swoje zastosowanie w przypadku klasyfikowania neuronów obszaru 

tylnego podwzgórza, wzbudzonych aktywacją receptorów glutaminianergicznych  

w warunkach pozaustrojowych. W porównaniu do neuronów obserwowanych  

w formacji hipokampa po aktywacji cholinergicznej w warunkach in vitro 

(Konopacki i wsp., 2006), rozkład neuronów w PHa w obecnych badaniach jest 

odmienny. W HPC neurony zależne od rytmu theta stanowiły sumarycznie ponad 

85% wszystkich zarejestrowanych komórek, z czego neurony theta-on fazowe 

stanowiły aż 68,2%. Z kolei w doświadczeniach omawianych w niniejszej pracy 

doktorskiej neurony theta-on fazowe stanowiły jedynie niespełna 11%. Potwierdza 

to tezę, iż większa liczba i gęstość neuronów theta-on fazowych powiązana jest  

ze znacznie większym prawdopodobieństwem rejestracji rytmu theta w danej 

strukturze oraz z wyższymi jego parametrami (Bland i wsp., 2002; Bocian i wsp., 

2016b; Kowalczyk i wsp., 2014).  

Warto zwrócić uwagę na fakt, iż analiza aktywności pojedynczych neuronów PHa  

w powiązaniu z lokalnym rytmem theta była prowadzona we wcześniejszych 

pracach, jednakże dotyczyły one aktywności oscylacyjnej i neuronalnej wywołanej 

drażnieniem cholinergicznym (Bocian i wsp., 2016b). W badaniach tych wykazano, 

iż neurony theta-zależne po perfuzji preparatów PHa roztworem CCH stanowiły 

21% wszystkich zarejestrowanych neuronów, w tym neurony theta-on fazowe 17%, 

co wynosi wciąż sporo więcej niż 11% w przypadku aktywacji receptorów 
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glutaminianergicznych. Z kolei odnośnie do komórek chronometrycznych,  

po podaniu karbacholu stanowiły one 43% zarejestrowanych neuronów,  

a po podaniu agonistów glutaminianergicznych w niniejszych badaniach stanowiły 

one jedynie 28%. Aktualnie uzyskane wyniki pokazują znacznie mniejsze 

prawdopodobieństwo zarejestrowania aktywności neuronów PHa powiązanych  

z rytmem theta lub komórek chronometrycznych aktywowanych pobudzeniem 

układu glutaminianergicznego. Wskazuje to na większy udział transmisji 

cholinergicznej (w porównaniu z glutaminianergiczną) w powstawaniu lokalnych 

oscylacji theta w obwodach neuronalnych jąder tylnego podwzgórza i jądra 

nadsuteczkowatego. 

5.3. Modulacja glutaminianergicznego rytmu theta w PHa poprzez 

pobudzenie receptorów kortykosteroidowych 

Zważywszy na fakt, iż rytm theta w obszarze tylnego podwzgórza został odkryty 

niedawno, większość jego potencjalnych funkcji i powiązań fizjologicznych nie 

została jeszcze zbadana. Kilka lat temu wykazano doświadczalnie, iż pobudzenie 

receptorów kortykosteroidowych może wpływać na genezę rytmu theta 

wywołanego aktywacją cholinergiczną w PHa (Bocian i wsp., 2016a). W związku  

z tym faktem, w ostatnim cyklu badawczym, przeprowadzonym w ramach 

niniejszego opracowania, badano wpływ aktywacji lokalnych receptorów 

kortykosteroidowych na indukowany glutaminianergicznie rytm theta w obszarze 

tylnego podwzgórza w warunkach pozaustrojowych. 

Kortykosteroidy są istotną grupą hormonów steroidowych, a ich synteza u ssaków 

ma miejsce w korze nadnerczy. Kontrolują one metabolizm substratów 
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energetycznych organizmu – białek, węglowodanów, tłuszczów i można je podzielić 

na dwie klasy: mineralokortykosteroidy i glukokortykosteroidy (Eberwine, 1999; 

Oakley i Cidlowski, 2013). Mineralokortykosteroidem występującym fizjologicznie 

jest aldosteron, który odpowiada głównie za równowagę wodno-elektrolitową 

poprzez kontrolę komórkowego transportu jonowego w nerkach. Z kolei głównym 

przedstawicielem fizjologicznym glukokortykosteroidów u ssaków jest kortyzol, 

lecz w przypadku gryzoni jest to kortykosteron. Wśród receptorów 

kortykosteroidowych wyróżnia się dwa podstawowe typy – receptory 

glukokortykosteroidowe (GR) oraz mineralokortykosteroidowe (MR). Receptory 

glukokortykosteroidowe obecne są w większości obszarów OUN (w szczególności 

w jądrze przykomorowym; ang. paraventricular nucleus; PVN), podczas gdy 

receptory mineralokortykosteroidowe zlokalizowane są głównie w korze 

przedczołowej, formacji hipokampa i ciałach migdałowatych (Koning i wsp., 2019). 

Warto zwrócić uwagę na to, że struktury te zaangażowane są w mechanizmy 

zarządzające procesami pamięciowymi, emocjonalnymi i uczenia się (Eckersdorf  

i wsp., 1996; Hasselmo i wsp., 2002; Nishida i wsp., 2009; Winson, 1978). 

Receptory błonowe GR i MR zaangażowane są w wiele funkcji dotyczących 

odpowiedzi stresowej przy aktywacji osi podwzgórze-przysadka-nadnercza  

(ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis; HPA; Koning i wsp., 2019; Prager i wsp., 

2010). Przykładami takich czynności są: kontrola nastroju, lęku i reaktywności 

behawioralno-poznawczej, które pełnią kluczową rolę w adaptacji do nagłego bądź 

chronicznego stresu. Warto wspomnieć, iż obie klasy receptorów 

kortykosteroidowych mogą czasem pełnić przeciwstawne role, jak przykładowo  

w polu CA1 formacji hipokampa, w którym aktywacja MR prowadzi do pobudzenia 
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neuronów piramidowych, a aktywacja GR wywołuje ich hamowanie (Joëls, 2006). 

Jednakże zazwyczaj receptory te oddziałują komplementarnie: MR aktywowane są 

podczas pierwszych faz ostrego stresu, biorąc udział w szacowaniu zagrożenia  

i odzyskiwaniu pamięci, z kolei GR, aktywowane później, wspierają funkcje 

adaptacyjne, regeneracyjne oraz konsolidację pamięci (de Kloet, 1995; de Kloet  

i wsp., 2005; Koning i wsp., 2019). Współdziałając, są silnie zaangażowane  

w kaskadę zmian na tle metabolicznym, immunologicznym i emocjonalnym, 

powiązanych z odpowiedzią stresową (Murphy i wsp., 1998), a zakres czasowy 

takiej odpowiedzi waha się między godzinami a tygodniami, czy nawet latami 

(Meijer i wsp., 2019). Gdy doświadczamy bodźców stresowych, komórki PVN  

w podwzgórzu wydzielają hormon uwalniający hormon kortykotropowy  

(ang. corticotropin-releasing hormone; CRH), CRH z kolei oddziałuje na przedni płat 

przysadki, dzięki czemu uwalniana jest tam do krwiobiegu adrenokortykotropina 

(ang. adrenocorticotropic hormone; ACTH). Następnie ACTH transportowana jest 

do kory nadnerczy, gdzie przyczynia się do uwalniania kortykosteronu (u gryzoni) 

lub kortyzolu (u ludzi). Kortyzol (lub kortykosteron) wywołuje w organizmie szereg 

zmian ułatwiających organizmowi adaptację do stresu lub walkę z nim. Gdy poziom 

kortyzolu we krwi jest odpowiednio wysoki, aktywacja ujemnej pętli zwrotnej, 

dzięki aktywacji ośrodków w podwzgórzu i HPC, umożliwia wyciszenie odpowiedzi 

stresowej (de Kloet, 1995; de Kloet i wsp., 2005; Murphy i wsp., 1998; Sapolsky  

i wsp., 2000). Z kolei zbyt wysoki poziom kortykosteroidów, występujący  

w przypadku chronicznych zaburzeń działania osi HPA, może prowadzić  

do powstawania takich procesów chorobowych jak psychoza, depresja  

czy zaburzenia snu (López i wsp., 1998; Wang i wsp., 2015; Wolkowitz i wsp., 1997). 

Z powyższego powodu należy zawsze brać pod uwagę potencjalne problemy 
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neuropsychiatryczne przy planowanej kuracji kortykosteroidami (Wolkowitz  

i wsp., 1997), która często stosowana jest przy leczeniu chorób zapalnych, 

autoimmunologicznych czy przy nowotworach hematologicznych (Oakley  

i Cidlowski, 2013). 

Jak wspomniano powyżej, wcześniejsze badania wskazują na możliwość 

modulowania aktywności oscylacyjnej obecnej w PHa przez aktywację receptorów 

kortykosteroidowych. Modulacja rytmu theta o podłożu cholinergicznym poprzez 

aktywację receptorów kortykosteroidowych (Bocian i wsp., 2016a) może 

wskazywać na potencjalne funkcje tego wzorca EEG generowanego lokalnie w PHa. 

Biorąc pod uwagę przedstawione powyżej dane, przeprowadzono badania  

do ostatniego cyklu doświadczalnego. Celem tego cyklu było określenie wpływu 

pobudzenia receptorów kortykosteroidowych na lokalny rytm theta wywołany 

pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych w preparatach PHa. Podczas 

eksperymentów wykonanych do ostatniej części niniejszego opracowania, 

wykorzystano skrawki obszaru tylnego podwzgórza poddawane perfuzji 

roztworem kwasu kainowego. KA wybrano, zważywszy na znacznie wyższy  

(w porównaniu do NMDA) procent prawdopodobieństwa wywołania rytmu  

w preparatach. Po skutecznym doprowadzeniu do generowania lokalnego rytmu 

theta, skrawki perfundowano roztworem zawierającym kwas kainowy oraz 

kortykosteron. Wykazano, iż zarówno amplituda, jak i moc rytmu theta 

generowanego w PHa, po jednoczesnej aktywacji receptorów 

glutaminianergicznych i kortykosteroidowych, były istotnie wyższe.  

Już wcześniejsze badania wskazywały na to, że modulujący wpływ 

kortykosteroidów na tylnopodwzgórzowy, cholinergiczny rytm theta, może być 
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związany z aktywacją receptorów mineralokortykosteroidowych (Bocian i wsp., 

2016a). W związku z powyższym, w obecnej pracy, po zaobserwowaniu 

wzmacniającego efektu kortykosteronu na wywołany glutaminianergicznie rytm 

theta w preparatach PHa zastosowano antagonistę MR – spironolakton. Wykazano, 

iż zarówno amplituda, jak i moc rytmu obserwowanego po podaniu mieszaniny 

zawierającej SPL były istotnie niższe niż w przypadku perfuzji preparatów 

roztworem zawierającym KA i CORT, co więcej, parametry rejestrowanego rytmu 

theta powracały do poziomów zbliżonych do tych, obserwowanych  

po zastosowaniu kwasu kainowego. Uzyskane dane wskazują, że rytmiczna 

aktywność oscylacyjna theta rejestrowana w obszarze tylnego podwzgórza  

w wyniku pobudzenia glutaminianergicznego może być pozytywnie modulowana 

po aktywacji receptorów mineralokortykosteroidowych. Co ciekawe, wzmacniający 

wpływ aktywacji MR na czynność formacji hipokampa, głównej struktury OUN 

związanej z generowaniem oscylacji theta został wykazany również  

we wcześniejszych badaniach. Doświadczalnie zaobserwowano znaczny wzrost 

intensywności hipokampalnego LTP po aktywacji receptorów 

mineralokortykosteroidowych, z kolei pobudzenie receptorów GR zmniejszało 

plastyczność w HPC (Pavlides i McEwen, 1999). Wyniki te zostały poparte  

w badaniach prowadzonych na swobodnie poruszających się myszach  

ze zinaktywowanymi receptorami mineralokortykosteroidowymi  

w przodomózgowiu. Zaobserwowano spadek w zdolności do uczenia się  

oraz obniżoną czynność w zakresie pamięci roboczej (Berger i wsp., 2006). 

W świetle wyników badań nad udziałem receptorów mineralokortykosteroidowych 

w modulacji rytmu theta o podłożu glutaminianergicznym w obszarze tylnego 
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podwzgórza, istotnym aspektem wartym rozważenia jest potencjalne znaczenie 

fizjologiczne i funkcjonalne zaobserwowanego zjawiska. Wiele badań wykazało 

silne powiązanie między aktywacją receptorów kortykosteroidowych a licznymi 

czynnościami ośrodkowego układu nerwowego (Berger i wsp., 2006; de Kloet i wsp., 

2005; Pavlides i McEwen, 1999; Zhou i wsp., 2010). Receptory MR i GR są również 

zaangażowane w procesy zapamiętywania na tle emocjonalnym, co zostało 

przedstawione w doświadczeniach z warunkowaniem strachu (Zhou i wsp., 2010). 

W eksperymentach na szczurach po zabiegu usunięcia nadnerczy, a w konsekwencji, 

przy znacznie obniżonej obecności kortykosteronu w osoczu krwi, komórki 

ziarniste w zakręcie zębatym formacji hipokampa niemal całkowicie zanikały już 

kilka miesięcy po operacji. Podawanie kortykosteronu w małym stężeniu 

przeciwdziałało tej atrofii właśnie poprzez aktywację MR, a, w kontraście, jego 

wyższe dawki (aktywujące GR) wpływały na ten obszar destrukcyjnie (Sloviter  

i wsp., 1989). Doświadczalnie wykazano kluczowy efekt, jaki kortyzol u ludzi  

(czy kortykosteron u gryzoni) wywiera na zarówno metaboliczną,  

jak i czynnościową adaptację do sytuacji stresogennych (de Kloet, 1995). Co więcej, 

choć najistotniejszą rolą kortykosteroidów w organizmie jest uczestnictwo  

w odpowiedzi stresowej (de Kloet, 1995; de Kloet i wsp., 2005; Ferguson i Sapolsky, 

2007; Murphy i wsp., 1998; Sapolsky i wsp., 2000), badania wykazały również,  

że receptory kortykosteroidowe MR i GR mogą być zaangażowane w podłoże takich 

chorób jak zaburzenia afektywne i schizofrenia (Cherian i wsp., 2019; Streit i wsp., 

2016), PTSD (Zaba i wsp., 2015), choroba Alzheimera (Brureau i wsp., 2013),  

czy zaburzenia snu (Wang i wsp., 2015). Mimo iż badania prowadzone w ramach 

niniejszej pracy nie mają bezpośredniego przełożenia na funkcje kognitywne  

czy etiologię zaburzeń OUN, to zaobserwowany modulujący wpływ pobudzenia 
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receptorów mineralokortykosteroidowych na lokalny rytm theta obserwowany  

w PHa może wskazywać na potencjalne zaangażowanie tego wzorca aktywności 

EEG generowanego w jadrach tylnego podwzgórza w opisywanych zjawiskach. 

Uzyskane wyniki mogą stanowić zatem początek kolejnych badań nad 

fizjologicznym znaczeniem rytmu theta w obszarze tylnego podwzgórza. 

Zważywszy na fakt, iż powstawanie zaburzeń psychotycznych i depresyjnych 

zostało doświadczalnie powiązane ze wzmożonym stresem i towarzyszącą  

mu nadmierną aktywacją osi HPA (Cherian i wsp., 2019) oraz na to, że niniejsze 

doświadczenia wykazały udział receptorów mineralokortykosteroidowych  

w modulacji glutaminianergicznego rytmu theta w PHa, można wysunąć tezę,  

iż powyżej opisana modulacja może być zaangażowana w mechanizm powstawania 

stresu lub chroniczną odpowiedź stresową oraz potencjalnie w mechanizm 

powstawania takich patofizjologii jak depresja czy zaburzenia psychotyczne.  
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1. Preparaty in vitro obszaru tylnego podwzgórza są zdolne do generowania 

lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorów glutaminianergicznych 

typu KA oraz NMDA.  

 

2. Preparaty in vitro obszaru tylnego podwzgórza nie są zdolne do generowania 

lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptorów glutaminianergicznych 

AMPA. 

 

3. Większość neuronów wzbudzonych w PHa w wyniku aktywacji 

glutaminianergicznej wykazuje wzorzec aktywności niezwiązany z lokalnym 

rytmem theta. 

 

4. Liczna grupa neuronów rejestrowanych w obszarze tylnego podwzgórza  

po pobudzeniu glutaminianergicznym zaklasyfikowana została jako neurony 

chronometryczne – zaangażowane prawdopodobnie w generowanie 

aktywności rytmicznej theta w formacji hipokampa. 

 

5. Pobudzenie receptorów mineralokortykosteroidowych w preparatach PHa 

powoduje wzmocnienie podstawowych parametrów (amplituda, moc 

dominującego pasma częstotliwości) lokalnego rytmu theta o podłożu 

glutaminianergicznym. 
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Society, Katowice, Polska 

   - prezentacja plakatowa 

 

24-25. 06. 2019 Staszelis A., Kowalczyk T. 

‘Glutamatergic theta rhythm in the posterior hypothalamic 

area in vitro - involvement of AMPA receptors’ 

ENCODS 2019, Francis Crick Institute, London,  

United Kingdom 

   - prezentacja plakatowa 

 

23-25. 11. 2018 Staszelis A., Kowalczyk T. 

‘Posterior hypothalamic area (PHa) – a modulator 

of hippocampal theta and independent generator  

of local rhythmic activity’ 

8th International Conference "Aspects Of Neuroscience", 

Uniwersytet Warszawski, Warszawa, Polska 

   - prezentacja plakatowa 

 

7-11. 07. 2018 Kowalczyk T., Bocian R., Staszelis A., Caban B.,  

Kaźmierska P., Siwiec M., Tokarski K. 

'Kainate-induced posterior hypothalamic theta rhythm  

in vivo: modulation by corticosterone' 

   “FENS” conference, Berlin, Niemcy 

   - prezentacja plakatowa 
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7-11. 07. 2018 Kaźmierska P., Caban B., Staszelis A., Bocian R., Siwiec M., 

Tokarski K., Kowalczyk T. 

‘Kainate-induced posterior hypothalamic theta rhythm  

in vitro: modulation by corticosterone’ 

   “FENS” conference, Berlin, Niemcy 

   - prezentacja plakatowa 

 

7-11. 07. 2018 Caban B., Staszelis A., Kaźmierska P., Siwiec M.,  

Tokarski K., Kowalczyk T. 

‘Kainate-Induced Theta-Related Neuronal Activity  

in the Posterior Hypothalamic Area in vitro’ 

   “FENS” conference, Berlin, Niemcy 

   - prezentacja plakatowa 

 

25-26. 04. 2018 Caban B., Staszelis A., Kaźmierska P., Siwiec M.,  

Sowa J.E., Kowalczyk T. 

'Cellular correlates of kainate-induced posterior  

hypothalamic theta rhythm in vitro’ 

   XI Konferencja Elektrofizjologiczna, Warszawa  

   - prezentacja ustna 

 

20-22. 04. 2018 Staszelis A., Simonsen O.W., Witter M.P. 

‘Immunohistochemical classification of neurons in layer V  

of the medial entorhinal cortex with proven convergent input 

from the subiculum and the retrosplenial cortex’ 

   „Neuronus”, Kraków, Polska 

   - prezentacja ustna 

 

9-10. 12. 2017 Staszelis A. 

   'Memory processes - a neurobiological perspective' 

2nd Student Conference "Psych-On", Instytut Psychologii, 

Uniwersytet Łódzki, Łódź, Polska 

   - prezentacja ustna 
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24-26. 11. 2017 Staszelis A. 

'Subpopulations of theta-related cells in the hippocampal 

formation and posterior hypothalamic area' 

7th International Conference "Aspects Of Neuroscience", 

Uniwersytet Warszawski, Warszawa, Polska 

   - prezentacja plakatowa 
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